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durch die Veterinärmedizinische Fakultät
der Universität Leipzig
eingereicht von
Ilka Ute Emmerich, geb. Baumung
aus Magdeburg
Leipzig, 2000
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ter Ausnutzung unterschiedlich langer Derivatisierungszeiten . . . . . . . . . . . . . 38
4.2 Resorption von AOZ im isoliert perfundierten Darm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
4.2.1 Vitalität isoliert perfundierter Jejunumsegmente bei Behandlung mit AOZ . . . . . . 43
4.3 Untersuchungen zum Metabolismus von AOZ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
4.3.1 Untersuchungen an isolierten Enterozyten und Hepatozyten . . . . . . . . . . . . . . 44
4.3.2 Untersuchungen an Darm- und Lebermikrosomen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
4.4 Resorption von proteingebundenen Furazolidonrückständen im isoliert perfundierten Darm 46
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BSA Bovines Serumalbumin





















MRL maximum residue limit
MW Mittelwert



















Eine unvermeidliche Folge der Anwendung von
Tierarzneimitteln bei Lebensmittel liefernden Tieren
ist die Kontamination tierischer Produkte mit Me-
dikamentenrückständen. Neben freien Rückständen
können auch vor allem an Proteine gebundene Rück-
stände entstehen, deren Bedeutung für die Risiko-
abschätzung für den gesundheitlichen Verbraucher-
schutz bislang nicht hinreichend abgeklärt ist. Das
liegt nicht zuletzt an den geringen Konzentrationen
persistierender Rückstände im Gewebe, die die Iso-
lation und chemische Identifikation der gebundenen
Moleküle schwierig gestaltet.
Die Frage nach der Toxizität kovalent gebunde-
ner Arzneimittelrückstände wird kontrovers disku-
tiert. Einige Autoren meinen, dass die kovalente Bin-
dung im Tierkörper einen irreversiblen Endpunkt
der Biotransformation von Arzneimitteln darstellt
und die Möglichkeit einer erneuten Bioaktivierung
zu toxischen Metaboliten beim Verbraucher aus-
schließt (Rico und Burgat-Sacaze 1984). Daher
halten sie kovalent gebundene Arzneimittelrückstän-
de in tierischen Lebensmitteln für unbedenklich.
Zu dieser Problematik erklärte die U.S. Food and
Drug Administration (FDA) 1986 pragmatisch, dass
kovalent gebundene Rückstände nicht stärker to-
xisch als die Muttersubstanz anzusehen sind und
dass die strukturelle Identifizierung von Rückstän-
den und die Erstellung von Sicherheitsdaten über-
flüssig sind, wenn die Gesamtrückstandsmenge ei-
ne tolerierbare Höchstmenge am Ende der Warte-
zeit nicht überschreitet (Weber 1992). Diese An-
nahme berücksichtigt jedoch nicht, dass gebundene
Rückstände strukturellen Veränderungen während
der Zubereitung von Lebensmitteln und im Gastro-
intestinaltrakt unterworfen sein können.
Tatsächlich ist über den Einfluss der Verdauung
auf gebundene Rückstände und über ihre intestinale
Bioverfügbarkeit wenig bekannt.
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Ar-
beit der Versuch unternommen, das präsystemische
Schicksal von proteingebundenen Arzneimittelrück-
ständen zu untersuchen. Dazu wurden proteingebun-
dene Rückstände mit Lebermikrosomen hergestellt,
in vitro verdaut und anschließend im isoliert perfun-
dierten Rattendarm auf ihre Bioverfügbarkeit sowie
auf ihre intestinale und hepatische Biotransforma-
tion untersucht.
Zusätzlich wurde die Bioverfügbarkeit unverdau-
ter proteingebundener Rückstände in Ratten unter-
sucht. Damit sollte im wesentlichen geprüft werden,
ob die alleinige Anwendung von In-vitro-Methoden
zu qualitativ richtigen Befunden führt und daher
zur Abschätzung der sekundären Bioverfügbarkeit





2.1.1 Definition und rechtliche Aspekte
Eine unvermeidliche Folge der Anwendung von Arz-
neimitteln bei Lebensmittel liefernden Tieren ist die
Kontamination tierischer Produkte mit Medikamen-
tenrückständen. Unter Rückständen versteht man
die Summe aller mit dem Arzneimittel verwand-
ten Substanzen einschließlich der Muttersubstanz,
die im essbaren Gewebe vorhanden ist und aus der
Anwendung von Arzneimitteln bei Lebensmittel lie-
fernden Tieren resultiert (Weber 1980). Verwand-
te Substanzen sind Phase I-Metaboliten, Konjuga-
te (z. B. Glukuronide), kovalent oder nicht kovalent
an Makromoleküle gebundene Abbauprodukte der
Muttersubstanz sowie in körpereigene Moleküle in-
korporierte Kohlenstofffragmente derselben.
Von einer Vielzahl von Wirkstoffen sind die Arz-
neimittelrückstände, die nach Ablauf der Wartezeit
noch vorhanden sind, fest an Makromoleküle (haupt-
sächlich Proteine) gebunden. Sie können meist nur
als radioaktiv markierte Rückstände nach Extrakti-
on der Gewebe mit Lösungsmitteln gemessen werden
(Vilim 1990) und werden als gebundene Rückstände
bezeichnet.
Weber (1982) definiert sie als den an Makromo-
leküle gebundenen Anteil der Muttersubstanz oder
ihrer Metabolite, der sich nicht durch Extraktion mit
polaren und apolaren Lösungsmitteln aus dem Ge-
webe entfernen lässt.
Auch Gillette und Pohl (1977) bezeichnen die
verbleibende Radioaktivität im extrahierten Gewe-
be als gebundenen Rückstand, wobei sie jedoch zwei
Formen gebundener Rückstände unterscheiden. Die
erste Form sind endogene natürliche Verbindungen,
die aus der vollständigen metabolischen Aufspaltung
des Arzneimittels und der Verwertung der Fragmen-
te im Intermediärstoffwechsel resultieren. Die zweite
Form sind xenobiotische Konjugate, die durch kova-
lente Bindung der Muttersubstanz oder der Meta-
boliten an körpereigene Makromoleküle entstehen.
Eine toxikologische Bedeutung schreiben sie nur den
xenobiotischen Konjugaten zu, während die endogen
inkorporierten Verbindungen unbedenklich sind.
Unmittelbar nach Applikation liegen Arzneimittel
und ihre Abbauprodukte überwiegend in freier Form
vor. In Abhängigkeit von ihrer Hydrophilie werden
sie mehr oder weniger schnell ausgeschieden, so dass
mit der Zeit die nicht extrahierbaren Rückstände im
Vergleich zu extrahierbaren ungebundenen zuneh-
men (Burgat-Sacaze et al. 1981; Delatour und
Rico 1990).
Rechtliche Grundlage für die Bewertung (Dul-
dung) von Arzneimittelrückständen in tierischen Le-
bensmitteln bildet die am 1.1.1992 in Kraft getre-
tene Verordnung des Rates (EWG) Nr. 2377/90
”
Zur Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens für
die Festsetzung von Höchstmengen für Tierarznei-
mittelrückstände in Nahrungsmitteln tierischen Ur-
sprungs“. Demnach müssen für alle Stoffe, die in
Tierarzneimitteln verwendet werden und in Nah-
rungsmitteln tierischen Ursprungs vorkommen kön-
nen, Höchstmengen für Rückstände (maximum
residue limit, MRL-Werte) festgesetzt werden.
Die Festsetzung der Rückstandshöchstmengen
wird durch den Ausschuss für Tierarzneimittel der
EU (Commitee for Veterinary Medicinal Products,
CVMP) auf der Grundlage einer Unbedenklichkeits-
prüfung durchgeführt. Dabei wird die annehmbare
Tagesdosis (ADI) an Rückständen festgelegt, die oh-
ne gesundheitliche Gefährdung täglich und lebens-
lang von einer Person mit der Nahrung aufgenom-
men werden kann.
Der MRL-Wert resultiert aus einer Expositions-
analyse, wobei in rückstandskinetischen Studien die
Menge an Rückständen in den einzelnen Geweben
und/oder Produkten (Milch, Eier) festgestellt wird,
die in der Summe den ADI-Wert in den tägli-
chen Verzehrsportion (500 g Fleisch, 1500 g Milch,
100 g Eier) nicht überschreitet (Schmerold und
Ungemach 1998).
Die hierbei festgestellten MRL-Werte für die ein-
zelnen essbaren Gewebe und Produkte werden in
einen der vier Anhänge der Ratsverordnung aufge-
nommen. Anhang I enthält alle Stoffe, deren Sicher-
heitsbewertung abgeschlossen ist und für die Rück-
standshöchstmengen festgelegt sind. Für die in An-
hang II aufgelisteten Stoffe gelten keine Rückstands-
höchstmengen, da ihre Rückstände als unbedenk-
lich angesehen werden. In Anhang III werden Stof-
fe mit vorläufigen (Maximaldauer 5 Jahre) Rück-
standshöchstmengen aufgenommen, die nach Ablauf
der Frist endgültig bewertet sein müssen. Für die in
Anhang IV aufgenommenenWirkstoffe können keine
Rückstandshöchstmengen festgelegt werden, da kei-
ne Rückstandskonzentration festgelegt werden kann,
die ohne gesundheitliche Gefährdung für den Ver-
braucher ist. Sie sind zur Anwendung bei Lebens-
mittel liefernden Tieren verboten (Schmerold und
Scheid 1994; Schmerold und Ungemach 1998).
Seit dem 1.1.2000 ist es in der gesamten Euro-
päischen Gemeinschaft verboten, einen pharmako-
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logisch wirksamen Stoff bei Lebensmittel liefernden
Tieren einzusetzen, der nicht den Anhängen I, II
oder III der Verordnung 2377/90 (EWG) zugeord-
net ist.
2.1.2 Proteingebundene Rückstände im
Lebensmittel liefernden Tier
Entstehung
Reaktive, elektrophile Intermediate, die im Organis-
mus durch Biotransformation aus reaktionsträgen
Substanzen entstehen, reagieren mit nukleophilen
Molekülen zu stabileren Produkten. Hoch reaktive
Intermediate binden unmittelbar am Entstehungs-
ort. Aus diesem Grund findet man Rückstände hoch
reaktiver Intermediate nur in Geweben, die geeignete
Enzyme zur Aktivierung besitzen (Gillette 1974;
Gillette und Pohl 1977).
Weniger reaktive Intermediate können innerhalb
der Zelle diffundieren und eventuell mit dem Blut
abtransportiert werden (Gillette 1974). Sie binden
teilweise entfernt vom Entstehungsort an Makromo-
leküle, die eine hohe Affinität zu diesen Metaboli-
ten besitzen (Gillette 1974; Gillette und Pohl
1977). Daher werden proteingebundene Rückstände
auch in Geweben gefunden, die nicht in der Lage
sind, die Muttersubstanz zu aktivieren oder die die
Muttersubstanz aus pharmakokinetischen Gründen
nicht erreichen kann.
Die Bildung proteingebundener Rückstände ist bei
einer Vielzahl von Arzneimitteln in vivo und in vitro
nachgewiesen worden. Einen Überblick gibt Tabel-
le A.1 auf Seite 82 im Anhang.
Pharmakokinetik proteingebundener Rückstände
im behandelten Tier
Die Pharmakokinetik proteingebundener Rückstän-
de ist vom endogenen Bindungspartner abhängig.
Durch seinen Abbau kann der proteingebundene
Rückstand theoretisch mobilisiert, biotransformiert
und eliminiert werden. Dabei kann es zum Einbau
in körpereigene Moleküle kommen (Gillette und
Pohl 1977).
So beobachteten Vroomen et al. (1986) bei Fer-
keln, die mit 14C-Furazolidon behandelt waren, dass
bei Abnahme der totalen Radioaktivität im Gewe-
be der Gehalt an nicht extrahierbarer Radioaktivität
anstieg. Ähnliche Beobachtungen machten Plakas
et al. (1994) bei Rückstandsuntersuchungen mit dem
getüpfelten Gabelwels (Ictalurus punctatus). Sie be-
obachteten nach oraler Gabe von radioaktiv markier-
tem Furazolidon an Welse (1mg/kg), dass nach acht
Stunden die totale Rückstandskonzentration in der
Muskulatur mit 383 ng Furazolidonäquivalenten pro
Gramm Protein am höchsten war. Nach sieben Ta-
gen war der Rückstandsgehalt auf 138 ng/g Protein
gesunken, der Anteil der nicht extrahierbaren Ra-
dioaktivität am Gesamtrückstand1 war jedoch von
18% (8 Stunden) auf 33% (7 Tage) gestiegen. Die
Halbwertszeit der nicht extrahierbaren Rückstände
betrug 97 Stunden.
McCracken et al. (1997) ermittelten die Halb-
wertszeit proteingebundener Furazolidonrückstände
beim Schwein. Sie betrug 5,8 ; 5,9 und 9,8Tage in Le-
ber, Niere und Muskulatur. Hingegen war die Halb-
wertszeit der Muttersubstanz kürzer als eine Stunde
(Vroomen et al. 1986).
Einen Tag nach Verabreichung von 14C-Camben-
dazol an Kälber waren aus Lebergewebe 20%
der Gesamtradioaktivität mit Butanol extrahierbar.
Wurde das Lebergewebe mit Ficin
 
lysiert und an-
schließend mit Butanol extrahiert, stieg der Anteil
auf 90%. Nach sieben Tagen waren es 10% bzw.
80%. Nach 30 Tagen konnten durch die Lyse noch
54% der totalen Radioaktivität aus der Kälberleber
freigesetzt werden (Baer et al. 1977).
Eine langsame Elimination der radioaktiven Rück-
stände beobachteten Hoogenboom et al. (1991a).
Sie konnten unmittelbar nach mehrtägiger Applika-
tion von Furazolidon aus 23,1% aller gebundenen
14C-Rückstände die AOZ-Seitenkette des Furazoli-
dons durch Säurehydrolyse freisetzen, nach 14 Tagen
nur noch aus 14,6% der gebundenen Rückstände.
Gottschall und Wang (1995) untersuchten
ebenfalls die Elimination von Furazolidonrückstän-
den beim Schwein. Sie konnten in der Leber nach
0 Tagen, 21 Tagen und 45 Tagen 18%, 13% und 9%
AOZ aus radioaktiv markierten Rückständen freiset-
zen. Bei Niere und Muskulatur zeigten sich ähnliche
Ergebnisse.
Toxizität kovalent gebundener Rückstände im
behandelten Tier
Die kovalente Bindung von Fremdstoffen an kör-
pereigene Makromoleküle kann theoretisch zu ei-
ner Reihe von toxischen Wirkungen führen. Ne-
ben mutagenen und karzinogenen Effekten sind zy-
totoxische und gewebsschädigende Wirkungen, En-
zymhemmungen sowie immunologische Reaktionen
denkbar.
Jollow et al. (1973) erkannten, dass die Bin-
dung von Paracetamolderivaten an Proteine Ursa-
che für Lebernekrosen bei Paracetamolvergiftung ist.
Die toxischen Effekte des Paracetamols korrelierten
mit dem Ausmaß seiner kovalenten Bindung (Jol-
low et al. 1973; Potter et al. 1973).
Mitchell et al. (1976) konnten nachweisen, dass
bei Mäusen das Ausmaß an Furosemid-bedingten




Lebernekrosen mit der Menge kovalent gebundener
Rückstände und nicht mit der Konzentration der
Muttersubstanz in Leber oder Plasma korrelierte.
Als Ursache für allergische Reaktionen auf Nitro-
furantoin wurde die kovalente Bindung des Nitro-
furantoins an Plasmaproteine diskutiert (Busker
et al. 1989). Diese konnte in vitro durch UV-A-
Bestrahlung induziert werden.
Auch bei Halothan (Kenna et al. 1987, 1988),
Zomepirac (Benet und Spahn 1988; Smith et al.
1986) und Procainamid (Uetrecht 1988, 1989)
wird vermutet, dass ihre kovalente Bindung an kör-
pereigene Moleküle immunologische Reaktionen her-
vorruft.
Furazolidon hemmt im Gegensatz zu anderen Ni-
trofuranen irreversibel die Monoaminoxidase, was
auf die Bindung eines reaktiven Intermediaten an





Postmortaler Abbau der Rückstände im
Schlachtkörper
Über den postmortalen Abbau proteingebundener
Rückstände im Schlachtkörper ist wenig bekannt.
McCracken und Kennedy (1997b) untersuch-
ten die Stabilität proteingebundener Rückstände des
Furazolidons im Lebergewebe vom Schwein. Bei 4
 
verringerte sich die Konzentration an gebundenen
Rückständen innerhalb von 48 Stunden um 22%. Bei
−20
 
blieb der Gehalt sechs Monate lang konstant.
Die Muttersubstanz wurde postmortal wesent-
lich schneller abgebaut. So verschwand Furazolidon
bei einer Lagertemperatur von 4
 
innerhalb von
24 Stunden vollständig aus Schweine- (McCracken
et al. 1995) und Kalbfleisch (Nouws und Lauren-
sen 1990). Hingegen konnte die Lagerung in flüssi-
gem Stickstoff bei −70
 
den postmortalen Furazo-
lidonabbau fast vollständig hemmen (McCracken
et al. 1995).
Schicksal der Rückstände bei Zubereitung der
Nahrung
Die Arbeitsgruppe um Rose untersuchte Auswirkun-
gen des Garens auf Arzneimittelrückstände im ess-
baren Gewebe.
Clenbuterol (Rose et al. 1995c), Levamisol (Ro-
se et al. 1995a) und Sulfamethazin (Rose et al.
1995b) waren in kochendem Wasser, jedoch nicht in
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heißem Öl stabil. Oxytetracyclin zerfiel hinge-
gen schon in kochendem Wasser (Rose et al. 1996).
Verschiedenste Garmethoden (Kochen, Braten,
Grillen, Schmoren, Garen in der Mikrowelle) können
Arzneimittelrückstände im essbaren Gewebe beein-
flussen. Oxytetracyclinrückstände wurden durch Ko-
chen in Rind-, Schaffleisch und Rinderleber schnell
zerstört, so dass sich der Rückstandsgehalt um
35% – 94% reduzierte. Dabei hatte die Gartem-
peratur den größten Einfluss auf den Abbau. Zu-
sätzlich wurden Rückstände während des Garens
aus dem Gewebe freigesetzt (Rose et al. 1996).
Clenbuterolrückstände in Leber und Muskulatur
vom Rind wurden nur durch Braten, jedoch nicht
durch andere Garmethoden beeinflusst (Rose et al.
1995c). Levamisol- und Sulfamethazinrückstände im
Schweinefleisch waren ebenfalls während der meisten
Kochprozesse stabil (Ausnahme: Levamisolrückstän-
de beim Grillen). Diese Rückstände gingen jedoch
während des Garens in die Garflüssigkeit bzw. den
Fleischsaft über (Rose et al. 1995a,b).
McCracken und Kennedy (1997a) untersuch-
ten die Auswirkungen des Kochens auf die Kon-
zentration gebundener Furazolidonrückstände in Le-
ber, Niere und Muskulatur vom Schwein. Sie beob-
achteten, dass sich die Konzentration an gebunde-
nem und freiem AOZ in den Geweben nicht wesent-
lich durch Braten, Grillen und Garen in der Mikro-
welle verringerte, abgesehen von einem 45%igen Ab-
fall des gebundenen zugunsten des freien AOZ beim
Grillen der Leber.
Bioverfügbarkeit proteingebundener Rückstände
Über den Einfluss der Verdauung auf proteingebun-
dene Rückstände sowie über ihre intestinale Biover-
fügbarkeit ist ebenfalls relativ wenig bekannt.
Während der Passage rückstandshaltiger Lebens-
mittel durch den Gastrointestinaltrakt können die an
Makromoleküle gebundenen Rückstände strukturel-
le Veränderungen erfahren.
Zum Beispiel kann die Seitenkette des Furazoli-
dons (Hoogenboom et al. 1991a; Hoogenboom
1992) und Furaltadons (Hoogenboom et al. 1994;
Horne et al. 1996) durch milde Säurebehandlung
in vitro aus proteingebundenen Rückständen abge-
spalten werden. Nach Säurehydrolyse von protein-
gebundenen Ronidazolrückständen konnten Miwa
et al. (1984) drei unterschiedliche Hydrolysefragmen-
te nachweisen. Aufgrund dieser Beobachtungen kann
nicht ausgeschlossen werden, dass nach Verzehr tieri-
scher Lebensmittel Fragmente von gebundenen Arz-
neimittelrückständen im Magen und Dünndarm frei-
gesetzt und resorbiert werden.
Die Bioverfügbarkeit proteingebundener Rück-
stände wurde bei Ratten durch Verfütterung von
Muskelfleisch und Leber behandelter Zieltiere (Rind,
Schaf, Schwein) untersucht. Einen Überblick über




Tabelle 2.1: Orale Bioverfügbarkeit von proteingebundenen (mit Lösungsmitteln nicht extrahierbaren) Rückständen
bei Ratten
Referenz Substanz detektiert Rückstände in; Bioverfüg-
über Dauer der Verabreichung barkeit
Baer et al. (1977) Cambendazol 14C Leber Rinda 6,3%b
Leber Rind, extrahiert –c
Leber Schafa 7,5%b
Wolf et al. (1984) Ronidazol 14C Muskulatur Schweind; 2 d 48,8%b, 59,5%e
14CH3NH2 Muskulatur Schwein
d; 2 d 18,3%f
Vroomen et al.
(1990)





Furazolidon 14C Leber Schwein, extrahierth; 1 d 16,2%i
Muskulatur Schwein; 1 d 37,1%i
McCracken und
Kennedy (1997a)
Furazolidon AOZ Leber Schwein, extrahiertj; 3 d +k
a maximal 20% der verfütterten Rückstände lagen in freier Form vor
bUrin und Tierkörper analysiert
ckeine Radioaktivität in der Rattenleber nachweisbar
dGesamtrückstand nach 7 Tagen Wartezeit verfüttert
eUrin, Tierkörper und Exspirationsluft analysiert
fUrin analysiert
gExtraktion: 4× Wasser
hExtraktion: 3× Methanol/Wasser (1:1, v/v), 3× Methanol, 1× Diethylether, 1× Ethylacetat
iGalle, Urin, Tierkörper analysiert
jExtraktion: 3× Methanol, 2× Ethanol, 2× Diethylether
kBioverfügbarkeit vorhanden, aber aufgrund unzureichender Daten nicht quantifizierbar
In den Arbeiten wurde die Bioverfügbarkeit durch
Bestimmung des Rückstandsgehalts im Tierkörper,
in den Exkrementen und teilweise in der Exspi-
rationsluft ermittelt. Zusätzlich dazu bestimmten
Gottschall und Wang (1995) den Rückstandsge-
halt der Galle mittels Gallo-Torres-Modell (Gallo-
Torres 1977).
Die gebundenen Rückstände wurden wie allge-
mein üblich durch Messung des radioaktiven Isotops
der markierten Arzneimittel bestimmt, die keiner-
lei Aussage über die chemische Beschaffenheit der
absorbierten Moleküle zulässt. Wolf et al. (1984)
und McCracken und Kennedy (1997a) analysier-
ten als erste die Bioverfügbarkeit eines aus gebunde-
nen Rückständen freisetzbaren Abbauprodukts.
Stammati et al. (1997) untersuchten an Kolon-
karzinom-Monolayerkulturen die Bioverfügbarkeit
proteingebundener Rückstände vom Furazolidon
und Thiabendazol. In beiden Fällen war die Passage
gebundener Rückstände durch den Monolayer sehr
gering.
Toxizität proteingebundener Rückstände im
Menschen
Die Frage, ob die langfristige Aufnahme kleinster
Mengen gebundener Arzneimittelrückstände mit der
Nahrung ein Gesundheitsrisiko für den Verbrau-
cher darstellt, ist bis heute nicht zufrieden stel-
lend geklärt. Das liegt nicht zuletzt an der geringen
Konzentration der Rückstände in essbaren Gewe-
ben, die die Isolierung und chemische Identifizierung
der gebundenen Moleküle kompliziert gestalten. Er-
schwerend kommt hinzu, dass Speziesunterschiede
im Fremdstoffmetabolismus unterschiedlich zusam-
mengesetzte Arzneimittelrückstände erzeugen.
In den 50er Jahren wurde bekannt, dass gebun-
dene Rückstände in Sojabohnenmehl lebensbedroh-
liche aplastische Anämien bei Kälbern auslösten.
Die Ursache war eine toxische Reaktion auf das bei
der Extraktion des Mehls mit Trichlorethylen ent-
standene Dichlorvinylcystein, welches als gebunde-
ner Rückstand im Mehl enthalten war (Schultze
et al. 1959). Prinzipiell werden gebundene Rückstän-
de in pflanzlichen Lebensmitteln als toxikologisch be-
denklicher angesehen als in tierischen Lebensmitteln,
da die Umwandlung in reaktive Formen um so wahr-
scheinlicher ist, je unterschiedlicher die Stoffwechsel-
wege des rückstandsbildenden und -konsumierenden
Organismus sind (McCalla 1990).
Die Toxizität von kovalent gebundenen Arznei-
mittelrückständen in Lebensmitteln tierischen Ur-
sprungs wird kontrovers diskutiert. Zum einen ist es
aufgrund der geringen Rückstandskonzentration und
der Molekülgröße unwahrscheinlich, dass Rückstän-
6
2.1. Arzneimittelrückstände
de in toxisch wirksamen Mengen vorhanden und bio-
verfügbar sind (Burgat-Sacaze et al. 1981; Rico
und Burgat-Sacaze 1984). Zum anderen sind eini-
ge Autoren der Meinung, dass die kovalente Bindung
einen irreversiblen Endpunkt der Biotransformation
von Arzneimitteln darstellt und jede weitere Bioak-
tivierung zu toxischen Metaboliten für den Verbrau-
cher ausschließt (Rico und Burgat-Sacaze 1984;
Arnold 1990; Burgat-Sacaze und Rico 1990).
Daraus folgern sie, dass mit kovalent gebundenen
Arzneimittelrückständen in tierischen Lebensmitteln
kein Gesundheitsrisiko verbunden ist.
Angesichts dieser Problematik erklärte die U.S.
Food and Drug Administration (FDA) 1986 prag-
matisch, dass kovalent gebundene Rückstände nicht
stärker toxisch als die Muttersubstanz anzusehen
sind und dass die strukturelle Identifizierung von
Rückständen und die Erstellung von Sicherheitsda-
ten überflüssig sind, wenn die Gesamtrückstands-
menge eine tolerierbare Sicherheitskonzentration am
Ende der Wartezeit unterschreitet (Weber 1992).
Diese Annahme berücksichtigt nicht, dass gebundene
Rückstände strukturellen Veränderungen während
der Zubereitung von Lebensmitteln und im Gastro-
intestinaltrakt unterworfen sein können.
Experimentelle Methoden zur Bildung
proteingebundener Rückstände in vitro
Die Konzentrationen nicht extrahierbarer d. h. pro-
teingebundener Rückstände im Gewebe sind extrem
niedrig, was in der Regel eine Strukturaufklärung des
Rückstandes unmöglich macht (Delatour und Ri-
co 1990; Lu et al. 1990). Daher ist die synthetische
Reindarstellung solcher Rückstände zur Durchfüh-
rung toxikologischer Untersuchungen in der Regel
nicht praktikabel (Kluge 1997).
Vorteil von In-vitro-Systemen ist, dass die Rück-
stände unter definierten Versuchsbedingungen her-
gestellt werden können, so dass es in beschränktem
Maße möglich ist, die Bindung an eine definierte Ma-
trix zu steuern. Des Weiteren können die rückstands-
bildenden Reaktionen durch geeignete Versuchsbe-
dingungen gesteigert werden. Gründsätzlich müssen
die verwendeten In-vitro-Systeme in der Lage sein,
Xenobiotika in reaktive Intermediate umzuwandeln
und sie müssen körpereigene Makromoleküle für die
Bindung der instabilen Metaboliten enthalten. Diese
Voraussetzungen erfüllen insbesondere isolierte Or-
gane, Zellen und subzelluläre Strukturen.
Die Ausbeute an gebundenen Rückständen unter-
scheidet sich in den einzelnen Systemen. Die Kon-
zentration an nicht extrahierbarer (definitionsgemäß
kovalent gebundener) Radioaktivität betrug unter
vergleichbaren Inkubationsbedingungen in Schwei-
nehepatozyten (50   mol/l FZD) 150 ppm (Hoogen-
boom et al. 1991a) und in Schweinelebermikroso-
men (36,7   mol/l FZD) 500 ppm (Vroomen et al.
1987a). Im Gegensatz dazu lag der Rückstandsge-
halt in Lebern von Ferkeln, die 14C-markiertes Fu-
razolidon in therapeutischen Dosen über einen Zeit-
raum von zehn Tagen erhalten hatten, im Bereich
von 30 ppm unmittelbar nach der letzten Behand-
lung und bei 3 ppm nach 14 TagenWartezeit (Vroo-
men et al. 1986).
Unter optimalen Inkubationsbedingungen lag
der Gehalt an nicht extrahierbarer Radioaktivität
in 14C-Furazolidon-behandelten Rattenlebermikro-
somen im Bereich von 2000 ppm (Kluge 1997). Da-
bei konnten keine speziesspezifischen Unterschiede
in der Rückstandskonzentration zwischen Ratten-,
Meerschweinchen- und Schweinemikrosomen festge-
stellt werden.
Speziesspezifische Unterschiede in der maxi-
mal gebildeten Rückstandsmenge konnten auch
in Furazolidon-behandelten Hepatozyten (Schwein,
Kalb, Huhn, Kaninchen und Ratte) nicht festge-
stellt werden (Kuiper et al. 1997; Coulet et al.
1998). Lediglich Kaninchenhepatozyten metaboli-
sierten Furazolidon wesentlich schneller, so dass be-
reits nach acht Stunden maximale Rückstandsmen-
gen nachweisbar waren.
Hingegen beobachteten Kuiper et al. (1997) bei
Mebendazol sehr deutliche Speziesunterschiede in
der gebildeten Rückstandsmenge. Schweinehepato-
zyten bildeten ungefähr zehnmal mehr Rückstände
als Hepatozyten von Kalb und Ratte.
Auch eine unterschiedliche Enzymausstattung der
Zellen beeinflusst die Bildung von gebundenen Rück-
ständen. So wurde in THLE-Zellen, die humane Cy-
tochrom P450-Enzyme exprimieren, die Bildung von
gebundenen Rückständen nur in CYP450 IIIA4 und
in wesentlich geringerem Ausmaß in CYP450 IA2
exprimierenden Zellen beobachtet (Kuiper et al.
1997). Thiabendazolrückstände wurden in THLE-
Zellen nur in Anwesenheit von CYP450 IA2 gebildet
(Galtier et al. 1997; Gomez-Lechon und Cas-
tell 1997).
Neben quantitativen Unterschieden können sich in
vitro gebildete Rückstände auch qualitativ von in vi-
vo entstandenen unterscheiden (West et al. 1982;
Lu et al. 1990). So konnten Hoogenboom et al.
(1991b, 1992a) AOZ, einen Bestandteil des protein-
gebundenen Furazolidonrückstandes, zu etwa 80%
aus den in Mikrosomen und isolierten Leberzellen ge-
bildeten gebundenen Rückständen freisetzen, jedoch
nur zu ungefähr 25% aus gebundenen Rückständen
der Leber von Schweinen, die mit Furazolidon be-
handelt waren. Diese Diskrepanz erklärte Hoogen-







Das Rückstandsverhalten von Furazolidon war vor
dem EU-weiten Verbot der Anwendung bei Lebens-
mittel liefernden Tieren Gegenstand intesiver For-
schung (siehe Tab. A.1 auf Seite 82 im Anhang). Da-
her ist Furazolidon eine der wenigen in der Tierme-
dizin verwendeten Substanzen, deren Rückstandski-
netik in vitro und in vivo gut untersucht ist. Ins-
besondere existieren konkrete Vorstellungen zur mo-
lekularen Struktur der gebundenen Rückstände des
Furazolidons. Der Nitrofuranring ist an der Bin-
dung des Furazolidons an Makromoleküle beteiligt.
Vroomen et al. (1987a) berichtet, dass die Thiol-
gruppe von Cystein, Glutathion und Mercaptoetha-
nol Addukte mit einem offenkettigen Furazolidon-
metaboliten, wahrscheinlich an Position 3 des Fu-
ranrings, bildet. Es ist außerdem vorstellbar, dass
die N-Hydroxy- oder Nitrosoderivate des Furazoli-
dons Addukte in Position 2 oder 4 des Furanrings
bilden. Die 3-Amino-2-oxazolidinon-Seitenkette, die
über eine Azomethinbindung mit dem Furanring ver-
bunden ist (Abb. 2.1), wird durch Biotransforma-
tion und kovalente Bindung vermutlich nicht verän-
dert. Sie kann mittels HPLC gemessen werden. Im
Gegensatz zum konventionellen Rückstandsnachweis
mithilfe von radioaktiven Isotopen kann daher ei-




oxazolidinon] ist ein 5-Nitrofuranderivat (Abb. 2.1).
Der 5-Nitrofuranring ist in Position 2 mit der 3-
Amino-2-oxazolidinon-Seitenkette (AOZ) über eine
Azomethinbindung verbunden, die in verdünnter












Abbildung 2.1: Furazolidon, ∗ Positionen, bei denen ra-
dioaktive Markierung bestand
Furazolidon ist eine gelbe, geruchlose, kristalline
Substanz von bitterem Geschmack (Sas 1993) mit
einem Molekulargewicht von 225,16 . Sie ist licht-
empfindlich (Kalim 1985), ihre Löslichkeit in Was-
ser bei pH 6 beträgt 40mg/l (Paul et al. 1960b). Sie




Furazolidon wurde als Human- und Tierarzneimittel
sowie als Futterzusatzstoff eingesetzt (Bryan 1978).
Es wurde 1995 in den Anhang IV der Ratsverord-
nung (EWG) Nr. 2377/90 aufgrund seines ungeklär-
ten Rückstandsrisikos eingeordnet und somit zur An-
wendung bei Tieren, die der Lebensmittelgewinnung
dienen, verboten (Kroker 1999).
Furazolidon wirkt bakterizid gegen Staphylokok-
ken, Enterokokken, Escherichia coli, Salmonellen,
Shigellen und Vibrio cholerae. Beim Menschen wur-
de es mit Erfolg zur Behandlung der Giardiasis ein-
gesetzt (Parfiff et al. 1999).
In der Veterinärmedizin wurde Furazolidon haupt-
sächlich zur peroralen Therapie und Prophylaxe in-
testinaler Infektionen bei Schweinen, Kälbern, Ka-
ninchen, Tauben und Geflügel eingesetzt (Kroker
1997).
2.2.3 Wirkmechanismus
Der antibakterielle Wirkungsmechanismus der Ni-
trofurane ist nicht genau bekannt (Fraser 1991).
Die Reduktion der 5-Nitrogruppe soll Voraussetzung
für die bakterizide Wirkung sein. Es wird weiterhin
vermutet, dass sie zur Entstehung mutagener, kar-
zinogener und kovalent bindender Metabolite führt
(Cohen 1978; Peterson et al. 1979). Die unter-
schiedliche Empfindlichkeit von Bakterien und Säu-
gern gegenüber Nitrofuranen wird auf die ca. 500fach
höhere Aktivität der bakteriellen Nitroreduktasen
und auf die Entgiftung und Ausscheidung durch den
Säuger zurückgeführt (McCalla 1983).
2.2.4 Pharmakokinetik
Die Pharmakokinetik von Furazolidon ist spezies-
und altersabhängig. So zeigten Vroomen et al.
(1986, 1987b), dass maximale Blutspiegel bei Ferkeln
höher sind als bei adulten Schweinen. Trotz nied-
riger Blutspiegel wurden bei Schweinen nach ora-
ler Applikation radioaktiv markierten Furazolidons
70% der Radioaktivität innerhalb von 48 Stunden
mit dem Urin ausgeschieden. Bei Ratten fanden sich
82% im Urin (Tennet und Ray 1971). Als Ursache
für die geringen Furazolidonkonzentrationen im sys-
temischen Kreislauf machte Klee (1992) einen um-
fangreichen intestinalen und hepatischen first-pass-
Effekt verantwortlich. Dass Furazolidon nach oraler
Applikation fast vollständig biotransformiert wird,
belegen die Untersuchungen von Tatsumi und Ta-
kahashi (1982); Tatsumi et al. (1984) und Vroo-
men et al. (1987b). Sie konnten weder im Harn noch
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in den Faeces von Ratten und Schweinen nennens-
werte Mengen der unveränderten Muttersubstanz
finden.
Bei Hühnern konnten Winterlin et al. (1984)
unmittelbar nach Beendigung der oralen Medikation
in Haut und Fett bis zu 3,5mg/kg der Muttersub-
stanz nachweisen. Dies war weder Winterlin et al.
(1984) im essbaren Gewebe von Schweinen (Mus-
kulatur, Haut, Fett, Niere, Leber) noch Vroomen
et al. (1986, 1987b) in Muskulatur, Leber und Nie-
ren von Ferkeln bzw. adulten Schweinen möglich.
Im Gegensatz dazu konnten Vroomen et al.
(1986) 14 Tage nach Absetzen des radioaktiv mar-
kierten Furazolidons 2mg – 3mg Furazolidonäquiva-
lente pro Kilogramm in Muskulatur, Leber und Niere
nachweisen, wovon 56%, 27% bzw. 31% nicht ex-
trahierbar waren. In DNS-Isolaten von Herz, Leber,
Niere, Lunge und Muskulatur wurden mit durch-
schnittlich 100 pmol/mg zehnmal höhere Konzentra-
tionen gemessen.
Eine ausführliche Beschreibung zum Abbau der
Nitrofurane findet sich bei Kluge (1997).
2.2.5 Toxizität
Grigat und Stein (1996) schätzen die akute Toxi-
zität von Nitrofuranen als gering ein.
5-Nitrofurane sind mutagen und karzinogen. Die
Mutagenität scheint auf der kovalenten Bindung
elektrophiler Reduktionsprodukte an die DNA zu
beruhen (Klemencic und Wang 1978). Alle 36
5-Nitrofurane, die in Bakteriensystemen getestet
wurden, waren mutagen, davon sind 28 auch karzi-
nogen. In kultivierten Säugerzellen verursachen Ni-
trofurane DNA-Schäden in Form von Einzelstrang-
brüchen, Hemmung der DNA-Synthese, Störung
des DNA-Reparatursystems, Chromosomenaberra-
tionen, Mutationen und neoplastische Transforma-
tionen (Olive 1978).
Furazolidon ist mutagen in Drosophila melanogas-
ter (Blijleven et al. 1977) und in Escherichia coli
(Bryant und McCalla 1980). Im Tierversuch in-
duziert Furazolidon dosisabhängig benigne und ma-
ligne Tumoren. Es sind Mammatumoren, Plattene-
pithelkarzinome, Neoplasien der Hypophyse und des
lymphoretikulären Systems, dermale Fibrome, Ho-
denmesendotheliome, Basalzellepitheliome, Schild-
und Talgdrüsenadenome bei Ratten sowie Bronchi-
aladenokarzinome bei Mäusen beschrieben worden
(Cohen 1978; Vroomen 1987).
2.2.6 3-Amino-2-oxazolidinon
3-Amino-2-oxazolidinon (Abb. 2.2) ist die säurehy-
drolytisch freisetzbare Seitenkette des Furazolidons.
3-Amino-2-oxazolidinon ist eine farb- und geruch-








wicht von 102,1 . Es ist ein primäres Amin und gut
wasserlöslich.
Metabolismus, Toxizität in vitro
Kuiper et al. (1997) zeigten, dass AOZ biotrans-
formiert wird. Bei der biologischen Aktivierung von
AOZ spielen besonders nicht-P450-verwandte mikro-
somale Enzyme eine Rolle, da THLE-Zellen keine
gebundenen Rückstände von AOZ bildeten. Mikro-
somen von Schweinehepatozyten unter Zusatz von
Mitochondrien und Zytosol waren hingegen in der
Lage, gebundene AOZ-Metaboliten zu bilden. In die-
sem komplexen Reaktionsansatz war die Hemmung
der Monoaminoxidase durch AOZ wesentlich höher
als in isolierten Schweinelebermitochondrien.
Sowohl Stern et al. (1967) als auch Hoo-
genboom et al. (1991b) führten die irreversible
Hemmung der Monoaminoxidase auf AOZ zurück.
Stern et al. (1967) vermuteten, dass dieser Ef-
fekt durch die Biotransformation von AOZ zu β-
Hydroxyethylhydrazin, einer mutagenen (Bos et al.
1983; Neis et al. 1986) und karzinogenen (Innes
et al. 1969) Substanz, hervorgerufen wird.
Hunder et al. (1987) untersuchten den Metabo-
lismus von AOZ und wiesen die Spaltung zu Hy-
droxyhydrazin, Ethylen und Kohlendioxid indirekt
anhand der Ethylenexspiration bei Mäusen nach.
Vroomen et al. (1986) konnten jedoch keine Radio-
aktivität in der Exspirationsluft von Ferkeln nach-
weisen, die seitenkettenmarkiertes Furazolidon er-
halten hatten, bei dem die Markierung auf den C-
Atomen lag, die zu Ethylen nach (Hunder et al.
1987) abgebaut werden.
Zolla et al. (1997) konnten weder in Schweine-
lebermikrosomen noch in Kolonkarzinomzellen (Ca-
co 2) unter verschiedenen experimentellen Bedingun-
gen β-Hydroxyethylhydrazin als Abbauprodukt des
AOZ nachweisen.
AOZ und Hydroxyethylhydrazin binden an das
Kohlenstoffatom in Position 8 von Guanin oder Gua-
nosin. Das entstehende 8-Hydroxyguanosin ist muta-
gen durch Induktion einer G—T Transversion (Zol-
la et al. 1997).
AOZ war mutagen im Ames-Test mit den Test-
stämmen TA 1535 und TA 7004, zeigte jedoch keinen
klaren dosisabhängigen Effekt (Kuiper et al. 1997).
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Oxazolidinone — neue antibakterielle Wirkstoffe
Eine neue Klasse synthetischer antibakterieller
Wirkstoffe stellen die substituierten Oxazolidi-
none dar. Die Oxazolidinone sind wirksam ge-
gen grampositive pathogene Bakterien einschließ-
lich Methicillin-resistenter Staphylococci aurei, Peni-
cillin-resistenter Streptococci pneumoniae und Vanc-
omycin-resistenter Enterokokken (Dresser undRy-
bak 1998). Des Weiteren sind sie im murinen
Tuberkulosemodell wirksam gegen Mycobacterium
tuberculosis (Cynamon et al. 1999). Sie wirken
bakteriostatisch (Jones et al. 1996) durch Hem-
mung der bakteriellen Translation, da sie die
Bildung des N-Formylmethionyl-tRNA-Ribosomen-
mRNA-Komplexes verhindern (Shinabarger et al.
1997; Swaney et al. 1998). Die derzeit getesteten
Substanzen sind Eperezolid (PNU 100592), Linezo-







Für den Transport von Wasser und gelösten Teilchen
durch das Schleimhautepithel des Verdauungstrak-
tes stehen zwei Wege zur Verfügung:
  transzellulär (Transport durch die Zelle),
  parazellulär (Transport durch Interzellularspal-
ten).
Beim transzellulären Transport ist die Lipidmem-
bran das wesentliche Hindernis für die Substanz.
Diese Grenzmembran kann aktiv (mit Energiever-
brauch) oder passiv (durch Diffusion) überwunden
werden.
Der parazelluläre Transport erfolgt hingegen im-
mer passiv. Die Substanz wird mit einer Wasserbe-
wegung entlang eines hydrostatischen oder osmoti-
schen Gradienten durch interzelluläre Lücken (tight
junctions) transportiert. Alle tight junctions sind
undurchlässig für Makromoleküle, die Permeabilität
für kleine Moleküle variiert stark in unterschiedli-
chen Epithelien (Alberts et al. 1994).
Mechanismen der Membranpermeation
Diffusion
Diffusion findet statt, wenn zwischen zwei durch eine
Membran getrennten Kompartimenten ein Konzen-
trationsgradient vorhanden ist (Forth et al. 1992).
Diesem Konzentrationsgradienten folgend wandern
die Teilchen von dem Ort höherer Konzentration zu
dem Ort geringerer Konzentration, bis der Konzen-
trationsausgleich erreicht ist.
Diffusion durch die Lipidschicht einer Membran
Die Diffusion durch die Lipidschicht einer Memb-
ran ist nur bei ausreichender Lipophilie der diffun-
dierenden Stoffe möglich. Ein Maß dafür ist der
Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, der die Ver-
teilung einer Substanz zwischen Lipid- und Wasser-
phase widerspiegelt. An der Grenze zwischen wäss-
riger Phase und Lipidphase einer Membran gilt der
Nernstsche Verteilungssatz. Dieser besagt, dass das
Konzentrationsverhältnis eines in zwei flüssigen Pha-
sen gelösten Stoffes bei konstanter Temperatur kon-
stant ist. Daher errechnet sich der Verteilungskoef-
fizient (VK) aus dem Verhältnis der Konzentration
der Substanz in der Lipidphase (cL) zur Konzentra-






Der Verteilungskoeffizient müsste streng genom-
men aus den Konzentrationen einer Substanz in den
Membranlipiden und dem Gewebswasser bestimmt
werden. Da dies praktisch nicht realisierbar ist, zieht
man organische Lösungsmittel (z. B. Oktanol) als
Modell für die Membranlipide heran.
Die Diffusionsgeschwindigkeit einer Substanz
durch die flüssige Phase einer Membran wird durch
das Ficksche Gesetz beschrieben. Danach ist die pro
Zeiteinheit transportierte Stoffmenge (q) proportio-
nal zur Konzentrationsdifferenz (c2 − c1), sowie zur
wirksamen Oberfläche der Membran (A) und umge-
kehrt proportional zur Dicke der Membran (d).
q = k ·
A
d
·VK · (c2 − c1) (2.2)
Zusätzlich zur Lipophilie beeinflusst bei Elektro-
lyten der Ionisationsgrad die Diffusion durch eine
Lipidmembran. Der Ionisationsgrad hängt von der
H+-Ionenkonzentration der Lösung und der Disso-
ziationskonstante der Substanz ab. Da Ionen hydro-
phil sind, kann nur die nicht ionisierte Form die Li-
pidmembran passieren. Das Verhältnis von ionisier-
ter zu nicht ionisierter Form bei verschiedenen pH-
Werten wird durch die Henderson-Hasselbalchsche-
Gleichung bestimmt. Nach ihr gilt für Säuren:










2.3. Gastrointestinales Schicksal von Proteinen und Arzneimitteln
Diffusion durch die wässrige Phase einer
Membran
Die Diffusion durch die wässrige Phase der Mem-
branporen ist nur hydrophilen Molekülen mit einem
Molekulargewicht unter 90 Dalton möglich. Bei ge-
ladenen Teilchen dieser Größe kann durch die Aus-
bildung einer Hydrathülle die Penetration be- oder
verhindert werden (Forth et al. 1992).
Carriervermittelter Transport
Hydrophile Substanzen können die Lipidphase der
Zellmembran überwinden, wenn sie an spezielle
Transportmoleküle binden. Erfolgt der Transport
entlang eines Konzentrationsgradienten, handelt es
sich um erleichterte Diffusion, erfolgt er gegen den
Gradienten, so spricht man von aktivem Transport.
Der carriervermittelte Transport ist sättigbar und
weist unterschiedlich hohe Strukturspezifität auf.
Vesikulärer Transport
Von Endozytose spricht man, wenn mit Hilfe von
Membranvesikeln Substanzen ins Zellinnere gelan-
gen. Bei der Exozytose fusionieren intrazelluläre Ve-
sikel mit der Zellmembran und geben ihren Inhalt
nach außen frei. Der transzelluläre Transport mittels
Endo- und Exozytose wird als Transzytose bezeich-
net.
2.3.2 Aufnahme von Pharmaka nach
oraler Verabreichung
Pharmaka können in allen Abschnitten des Verdau-
ungstraktes resorbiert werden. Der Übertritt durch
die Mukosa in die Blut- und Lymphgefäße erfolgt in
der Hauptsache passiv durch Diffusion (Forth et al.
1992).
Die Resorption der Pharmaka im Verdauungstrakt
wird durch ihre Lipophilie bestimmt. Die Aufnah-
me hydrophiler Substanzen durch transmembranale
Kanäle und Interzellularspalten ist nur sehr begrenzt
möglich. Bei Säuren und basischen Stoffen ist die Re-
sorption vom Gewebs-pH abhängig.
Quantitativ spielt die Resorption aus Mundhöh-
le, Magen, Dickdarm und Rektum im Vergleich zum
Dünndarm eine untergeordnete Rolle. Daher wird
hier darauf nicht eingegangen.
Resorption aus dem Dünndarm
Der Dünndarm ist der Hauptresorptionsort für Phar-
maka aufgrund der starken Oberflächenvergrößerung
durch Kerckringsche Falten, Zotten und Mikrovilli,
der starken Vaskularisation und der relativ langen
Verweildauer der Nahrung während der Darmpassa-
ge (Forth et al. 1992). Seine resorptive Oberfläche
beträgt beim Menschen 100m2 – 200m2. Für den
parazellulären Transport sind besonders die oberen
Darmabschnitte von Bedeutung, da diese relativ gut
durchlässige tight junctions besitzen.
Präsystemische Elimination
Bevor ein Pharmakon den systemischen Kreislauf
erreicht, kann es im Gastrointestinaltrakt, beim
Durchtritt durch die Mukosa (gastrointestinaler
first-pass-Effekt) oder in der Leber (hepatischer
first-pass-Effekt) metabolisiert werden (Forth et al.
1992). Dadurch wird die Bioverfügbarkeit des Arz-
neimittels beträchtlich vermindert. Bei adäquater
Dosierung können viele Arzneimittel trotz des first-
pass-Effektes oral verabreicht werden (z. B. Propra-
nolol). Dies ist nicht möglich bei Arzneimitteln, die
toxische Metaboliten bilden (z. B. Lidocain).
Einfluss der Ingesta
Oft hemmt Nahrungsaufnahme die Resorptionsge-
schwindigkeit von Arzneimitteln durch Verzögerung
der Magenentleerung und Adsorption an Nahrungs-
bestandteile. Die meisten lipophilen Pharmaka wer-
den nach fettreichen Mahlzeiten langsamer resor-
biert, da sie sich im Fett anreichern. Hochgradig li-
pophile Arzneimittel mit geringer Wasserlöslichkeit
sollen hingegen mit fetthaltiger Nahrung verabreicht
werden, da sie zusammen mit Lipiden schneller re-
sorbiert werden als in rein wässrigem Medium. Col-
brun et al. (1985) berichten, dass die Bioverfügbar-
keit des lipophilen, wenig wasserlöslichen Etretinats
bei gleichzeitiger Aufnahme von Milch oder fettrei-
cher Nahrung verbessert wird. Die Plasmakonzen-
trationen lagen 10-mal höher als bei Verabreichung
auf nüchternem Magen. Sie vermuten, dass das sehr
lipophile Etretinat mit den Fetten in die Lymphe ge-
langt, wodurch der hepatische first-pass-Effekt um-
gangen wird.
Das Flüssigkeitsvolumen, mit dem ein Arznei-
mittel aufgenommen wird, wirkt sich ebenfalls auf
die Resorption aus (Forth et al. 1992). So wird
Erythromycin, gelöst in 250ml Wasser, doppelt so
schnell resorbiert, wie in 25ml Wasser.
Antazida, Eisenpräparate oder Milch vermindern
die Resorption von Tetrazyklinen, da sie mit poly-
valenten Kationen (z. B. Ca2+, Mg2+, Fe2+) schwer
lösliche Komplexe bilden (Forth et al. 1992).
Diese Resorptionsmechanismen gelten gleicherma-
ßen für alle freien ungebundenen Arzneimittelrück-
stände in Lebensmitteln tierischen Ursprungs. Für
gebundene Rückstände sind hingegen zusätzliche
Prozesse der Digestion von Geweben und Makromo-
lekülen von Bedeutung.
2.3.3 Verdauung und Absorption von
Proteinen
Einen schematischen Überblick über die Proteinver-


















Abbildung 2.3: Verdauung und Absorption von Protein
im Dünndarm nach Ganapathy et al. (1994). Symbo-
le: 1 Bürstensaumpeptidasen, 2 Bürstensaumtransport-
systeme für Aminosäuren, 3 Bürstensaumtransportsys-
tem(e) für Peptide, 4 Zytoplasmapeptidasen, 5 basola-
terale Transportsysteme für Aminosäuren, 6 basolatera-
le(s) Transportsystem(e) für Peptide
Der Prozess der Proteinverdauung beginnt im Ma-
gen (Ganapathy et al. 1994). Die von den Be-
legzellen ausgeschüttete Salzsäure aktiviert die aus
den Hauptzellen der Magenschleimhaut stammen-
den Pepsinogene zu Pepsinen. Bei einem pH-Wert
von 2 bis 5 spalten sie Proteine an den Stellen, wo
Tyrosin und Phenylalanin in die Eiweißketten ein-
gebaut sind. Die Absorption von verdautem Protein
aus dem Magen ist unbedeutend, da bei Gastrekto-
mie Proteinverdauung und -absorption selten signi-
fikant beeinträchtigt sind (Freeman et al. 1983).
Der Dünndarm ist der eigentliche Ort der Pro-
teinabsorption (Ganapathy et al. 1994). Bei einem
pH von ca. 6,5 werden die Pepsine aus dem Magen
inaktiviert. Dafür gelangen Trypsinogen und Chy-
motrypsinogen aus dem Pankreas ins Duodenum, wo
eine Enterokinase Trypsinogen zu Trypsin und die-
ses wiederum Chymotrypsinogen in Chymotrypsin
umwandelt. Beide Enzyme sind in der Lage, Eiweiße
bis hin zu Tri- und Dipeptiden aufzuspalten. Car-
boxypeptidasen setzen Aminosäuren und Oligopep-
tide bestehend aus zwei bis sechs Aminosäuren frei
(Alpers 1994).
Ingestaanalysen nach Proteinaufnahme zeigten,
dass Aminosäuren hauptsächlich in Peptidform und
weniger in freier Form vorliegen (Chung et al. 1979).
So schätzen Ganapathy et al. (1994) den lumina-
len peptidgebundenen Aminosäureanteil auf bis zu
80%, Alpers (1994) auf 60%.
Neben den Carboxypeptidasen (aus dem Pankre-
as) greifen Di- und Aminopeptidasen aus der Darm-
schleimhaut Peptide vom Molekülende her an, so
dass die Peptide schließlich in die einzelnen Ami-
nosäuren zerlegt werden. Einen Überblick über in-
testinale Carboxy-, Di- und Aminopeptidasen gibt
Alpers (1994).
Während Peptide und Aminosäuren in die Entero-
zyten eintreten, verlassen größtenteils Aminosäuren
basolateral die Enterozyten. Nur Peptide, die resis-
tent gegen die zytosolischen Peptidasen sind, können
intakt den systemischen Kreislauf erreichen. Ihr An-
teil ist jedoch gering (Ganapathy et al. 1994) (siehe
auch 2.3.4 auf der nächsten Seite).
Lokalisation der Proteinabsorption
Proteine werden nahezu vollständig im Dünndarm
resorbiert (Ganapathy et al. 1994), obwohl auch
Kolonepithelzellen in der Lage sind, Aminosäuren
(Ardawi 1986) und Peptide (Calonge et al. 1990)
zu absorbieren.
Innerhalb des Dünndarms gibt es regionale Un-
terschiede in den Absorptionskapazitäten für Prote-
ine (Ganapathy et al. 1994). So werden bei Labor-
nagern Oligopeptide im proximalen Dünndarm bes-
ser als im distalen absorbiert (Schedl et al. 1979).
Bei Aminosäuren ist die Absorptionskapazität hinge-
gen distal größer als proximal (Schedl et al. 1979;
Munck und Munck 1992).
Transportmechanismen für Aminosäuren und
Peptide in der Bürstensaummembran
Aminosäuretransport
Der Aminosäuretransport durch tierische Zellmem-
branen wird durch mehrere Transportsysteme mit
übergreifender Substratspezifität bewerkstelligt. In
Anlehung an Ganapathy et al. (1994) gibt Tabel-
le 2.2 auf der nächsten Seite einen Überblick über
die verschiedenen Aminosäuretransportsysteme mit
Substratspezifität und Abhängigkeit von Ionengra-
dienten.
Peptidtransport
Es wird vermutet, dass die Mechanismen des in-
testinalen Peptid- und Aminosäuretransports nicht
identisch sind (Matthews und Payne 1980). Die-
se Annahme stützt sich unter anderem auf die Be-
obachtung, dass bei Defekten des Aminosäuretrans-
ports (z. B. Cystinurie, Hartnup-Krankheit) freie
Aminosäuren vermindert resorbiert werden. Liegen
sie jedoch peptidgebunden vor, werden sie vollstän-
dig absorbiert.
Der intestinale Transport kleiner Peptide ist wahr-
scheinlich ein aktiver Prozess, da er durch Hypo-
xie, ATP-Verarmung und metabolische Inhibitoren
(z. B. Cyanid, Dinitrophenol) gehemmt werden kann
(Matthews et al. 1974; Addison et al. 1975).
Der Transportprozess ist wahrscheilich unabhän-
gig vom Na+-Gradienten. Hingegen ist er abhän-
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Tabelle 2.2: Klassifikation von Aminosäuretransportsys-
temen in der Bürstensaummembran des Dünndarms
mit Abhängigkeit von Ionengradienten nach Ganapathy
et al. (1994)
Transport- Substrate Na+-Gra- andere
system dient Ionen









y+ basische AS − −
IMINO Iminosäuren + Cl−
β β-AS + Cl−
X−AG saure AS + K
+
aAS: Aminosäuren
gig vom H+-Gradienten (Ganapathy und Leibach
1983).
Des Weiteren beeinflusst die Kettenlänge den in-
testinalen Peptidtransport. Während Di- und Tri-
peptide geeignete Substrate für das intestinale Pep-
tidtransportsystem darstellen, werden Tetrapeptide
nur in geringem Ausmaß transportiert (Matthews
et al. 1974; Addison et al. 1975; Smithson und
Gray 1977). Peptide mit mehr als vier Aminosäuren
und Polypeptide werden nicht transportiert (Gana-
pathy et al. 1994).
Schicksal der Aminosäuren und Peptide in
Enterozyten
In Enterozyten werden Di- und Tripeptide durch in-
trazelluläre Peptidasen hydrolysiert (siehe Abb. 2.3
auf der vorherigen Seite). Enterozyten besitzen eine
hohe Peptidaseaktivität für kurzkettige Peptide, ins-
besondere für Dipeptide (Ganapathy et al. 1994).
Peptide, die resistent gegen die intrazelluläre Hydro-
lyse sind, erscheinen intakt auf der serosalen Seite
(dazu siehe 2.3.4).
Freie Aminosäuren werden in Enteroyzten entwe-
der aufgeschlossen, in andere Aminosäuren umge-
wandelt, in Proteine eingebaut oder ins Blut trans-
portiert (Ganapathy et al. 1994).
Transport über die Basalmembran
Aminosäuretransport
Nach Christensen (1989) existieren fünf Amino-
säuretransportsysteme in der Basalmembran der En-
terozyten, von denen zwei Na+-abhängig sind. Es
wird vermutet, dass die Na+-unabhängigen Trans-
porter die transzelluläre Absorption nach Nahrungs-
aufnahme vermitteln. Die Na+-abhängigen Trans-
porter sollen die Enterozyten zwischen den Mahlzei-
ten mit Aminosäuren aus dem Blut versorgen (Mir-
cheff et al. 1980). Eine detailierte Beschreibung
der Aminosäuretransportsysteme in der Basolateral-
membran des Dünndarms gibt Ganapathy et al.
(1994).
Peptidtransport
Nach Dyer et al. (1990) gibt es beim Kaninchen
ein Peptidtransportsystem in der Basalmembran der
Enterozyten, welches relativ spezifisch kurzkettige
Peptide transportiert. Es wird ebenso wie das der
Bürstensaummembran von einem H+-Gradienten
stimuliert. Der Transport intakter Peptide durch die
Basalmembran ist im Vergleich zur Bürstensaum-
membran aufgrund der schnellen intrazellulären Hy-
drolyse der Peptide gering (Ganapathy et al. 1994).
2.3.4 Absorption von intakten
Proteinen und Peptiden
Belege für die Absorption intakter Proteine
Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass
Proteine in geringen, aber messbaren Mengen die
Darmbarriere überwinden können (Gardner 1994).
Diese niedrigen Konzentrationen sind von geringer
ernährungsphysiologischer aber hoher immunologi-
scher Bedeutung (Heyman und Desjeux 1992).
Falls proteingebundene Arzneimittelrückstände ab-
sorbiert würden, könnte dies von toxikologischer Re-
levanz sein.
Bereits in den 60er Jahren beobachteten Bock-
mann undWinborn (1966) mittels Licht- und Elek-
tronenmikroskopie, dass Ferritin die Darmbarrie-
re auf transzellulärem Weg passiert. Husby (1988)
konnte Ovalbumin nach dem Verzehr eines rohen
Eies im Plasma bei sieben von acht gesunden Er-
wachsenen mittels ELISA (ca. 1/105 der verzehrten
Menge) nachweisen. Georgopoulou et al. (1988)
berichteten, dass 6% der an Regenbogenforellen ver-
abreichten Meerrettichperoxidase in enzymatisch ak-
tiver Form immunzytochemisch in Plasma nachweis-
bar waren. Des Weiteren zeigten Castell et al.
(1997), dass das Modellprotein Bromelain nach ora-
ler Verabreichung an gesunde Männer im Plasma
in geringen Konzentrationen vorhanden und enzy-
matisch aktiv war. Untersuchungen zur Resorption
von intaktem insulinähnlichem Wachstumsfaktor I
(IGF-I) zeigten dagegen sehr unterschiedliche Ergeb-
nisse (vgl. Ungemach und Weber 1998). Obwohl
in einem Modell mit adulten Ratten die Bioverfüg-
barkeit bei 9,3% der applizierten Dosis lag, konn-
te bei anderen Säugetieren keine Bioverfügbarkeit




Diese Beispiele deuten darauf hin, dass verschie-
dene Proteine in intakter Form im Gastrointestinal-
trakt absorbiert werden können.
Unter bestimmten Umständen kann die Absorp-
tion von Makromolekülen erhöht sein. So zeigten vier
von fünf Kinder mit Zöliakie nach Gluten haltigem
Essen eine höhere Aufnahme von Ovalbumin und β-
Lactoglobulin als nach einer Gluten freien Mahlzeit
(Husby 1988). Die Antigenkonzentrationen im Blut-
serum gesunder und an Zöliakie erkrankter Kinder
unterschieden sich jedoch nicht. Dennoch wird die er-
höhte Darmpermeabilität als pathogenetischer Fak-
tor bei Lebensmittelallergien vermutet.
Worthington et al. (1978) beobachtete bei aus-
gewachsenen Ratten, denen Meerrettichperoxidase
zusammen mit 20%iger Ethanollösung verabreicht
wurde, eine erhöhte Darmpermeabilität für das En-
zym. Daraus folgern sie, dass regelmäßiger Konsum
großer Mengen Alkohol die Permeabilität der Darm-
mukosa für unverdaute Makromoleküle erhöht.
Hinweise auf die Absorption intakter Peptide
Peptide werden ebenfalls im Gastrointestinaltrakt
absorbiert (s. o.). Dies gilt auch für Peptide mit
spezifischen, d. h. nicht nutritiven Funktionen, wie
z. B. Carnosin, Oktreotid, Vasopressin, Calcitonin
(Gardner 1994).
Absorption spezifischer Peptide
Ein Beispiel für die Aufnahme eines spezifischen
Peptids ist das Dipeptid Carnosin (β-Alanyl-L-
histidin). Carnosin kommt in der Muskulatur vie-
ler Spezies vor und wird beim Verzehr von Hühner-
und Kaninchenfleisch in großen Mengen aufgenom-
men. Gardner et al. (1991) konnte 14% des mit
einer isotonischen Mahlzeit aufgenommenen Carno-
sins (4 g) in intakter Form im Urin gesunder Erwach-
sener nachweisen. Eine hypertonische Mahlzeit ver-
ringerte die Wiederfindung des Peptids.
Absorption von Peptiden aus teilweise verdautem
Nahrungsproteinen
Der Nachweis, dass Peptide von unvollständig auf-
gespaltenen Nahrungsproteinen den systemischen
Kreislauf erreichen, ist sehr schwierig (Gardner
1994). Sleisenger et al. (1977) berichten, dass nach
intraduodenaler Infusion enzymatisch hydrolysierten
Caseins einige Aminosäuren in wesentlich geringerer
Konzentration im Portalplasma erscheinen als nach
Absorption einer dem Casein in der Zusammenset-
zung entsprechenden Aminosäurenmischung. Daraus
leiten sie ab, dass diese Aminosäuren in Peptidform
ins Portalplasma gelangten.
Gardner (1975, 1978) untersuchte die Absorp-
tion von Stickstoff aus enzymatisch hydrolysiertem
Casein im isoliert perfundierten Rattendarm. Der
Stickstoff wurde vermutlich peptidgebunden resor-
biert. Er konnte jedoch keine Absorption von Pep-
tiden aus hydrolysiertem Lactalbumin oder Muskel-
peptonen beobachten (Gardner 1978).
Nach Webb Jr. (1986) gelangen ungefähr 70%
des Aminostickstoffs in Form von Peptiden in das
Portalplasma von katheterisierten Kälbern, deren
Größe mittels Gelfiltration auf 300 Dalton bis
1500 Dalton geschätzt wurde. Seal und Parker
(1991) fanden ebenfalls sehr hohe Mengen an Peptid-
Stickstoff im Plasma von Ochsen und Schafen (65%
– 78% der zugeführten Menge), sowie relativ hohe
Mengen im Plasma von Ratten (52%).
Absorptionswege und -mechanismen intakter
Peptide und Proteine
Transzellulärer Weg kleiner Moleküle
Für spezielle Peptide, wie z. B. Carnosin oder Ok-
treotid werden carriervermittelte Transportmecha-
nismen durch die Bürstensaummembran diskutiert.
Ein unspezifischer Übertritt hydrophiler Peptide
durch wassergefüllte Kanäle findet vermutlich nicht
statt (Gardner 1994). Der Übertritt lipidlöslicher
Moleküle durch die Bürstensaummembran erfolgt
durch passive Diffusion. Somit müssten hydropho-
be Peptide besser als hydrophile absorbiert werden
(Lee 1988). Im Allgemeinen dürfte die Hydrophobie
der Peptide jedoch nicht für eine transzelluläre Pas-
sage ausreichen. Eine Ausnahme stellt das zyklische
Polypeptid Cyclosporin A dar. Es besitzt eine gute
orale Bioverfügbarkeit aufgrund seiner ungewöhnlich
hohen Hydrophobie (Oktanol-Wasser-Verteilung =
991) und seiner Resistenz gegenüber proteolytischen
Abbau (Lee 1988).
Parazellulärer Weg
Bereits in den fünfziger Jahren postulierte Fisher
(1955), dass Arzneimittel und andere niedermoleku-
lare Verbindungen parazellullär absorbiert werden.
Er vermutete, dass Faktoren, die die Wasserabsorp-
tion beeinflussen, sich gleichermaßen auf die Absorp-
tion von wasserlöslichen Substanzen auswirken.
Madara und Pappenheimer (1987) vermute-
ten, dass der parazelluläre Weg bedeutsam für den
Transport kleiner Moleküle unter postprandialen
Bedingungen ist. Sie beobachteten, dass Glukose
(20mmol/l luminal) die Kontraktion des Zytoske-
letts stimuliert, so dass die tight junctions reversibel
geöffnet werden und kleine Moleküle (z. B. Kreati-
nin, MG = 113Dalton) parazellulär penetrieren kön-
nen. Solvent drag wird als treibende Kraft vermutet.
Atisook und Madara (1991) konnten zeigen,
dass Glukose die parazelluläre Aufnahme von Mikro-
peroxidase MP-11 (MG = 1900Dalton) stimuliert.
Fasano und Uzzau (1997) beobachteten beim
Kaninchen eine reversible Modulation der tight junc-
tions durch das Zonula occludens toxin, die eine
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10fach erhöhte intestinale Durchlässigkeit für Insulin
(MG = 5734Dalton) bewirkte.
Dass die parazelluläre Passage limitierende Mole-
kulargewicht ist unbekannt (Gardner 1994). Inu-
lin wird mit einer Größe von (MG = 6000Dalton)
parazellulär aufgenommen (Munck und Rasmus-
sen 1977), Meerrettichperoxidase mit (MG =
40 000Dalton) hingegen nicht (Gardner 1994).
Nach neueren Untersuchungen erfolgt die Regula-
tion der intestinalen Permeabilität durch endogene
Botenstoffe (wie z. B. NO (Kubes 1992)).
Madara und Carlson (1991) konnten zei-
gen, dass in hohen Konzentrationen L-Tryptophan
(1mmol/l – 5mmol/l) die tight junctions im Hams-
terdünndarm schädigt, so dass Meerrettichperoxida-
se durchtreten konnte. Ob ein solcher Effekt durch
Aufnahme L-Tryptophan-reicher Nahrungsmittel in-
duziert wird, ist unbekannt.
Transzelluläre Pinozytose
Nach Gardner (1994) soll die lysosomale Proteo-
lyse in Enterozyten den Übertritt von intaktem
Protein in den systemischen Kreislauf während der
transzellulären Pinozytose verhindern. Proteine u. a.
Makromoleküle können prinzipiell durch Pinozytose
ins Blut gelangen. So beobachteten Heyman et al.
(1982) am Jejunum adulter Kaninchen, dass 3%
der Meerrettichperoxidase (MG = 40 000Dalton),
die das Epithel per Endozytose passierte, enzyma-
tisch aktiv war. Durch Hemmung der lysosomalen
Hydrolyse mit Ammoniak ließ sich der Anteil der
aktiven Form steigern. Ein geringgradiger parazel-
lulärer Übertritt konnte jedoch nicht ganz ausge-
schlossen werden. Ähnliche Beobachtungen machten
Marcon-Genty et al. (1989) bei Untersuchungen
mit β-Lactoglobulin.
Passage durch M-Zellen
Owen und Jones (1974); Owen (1977) beschrie-
ben, dass M-Zellen der Darmwand in der Lage sind,
intakte Proteine endozytotisch zu transportieren.




läre Endozytose scheint bei M-Zellen im Vergleich zu
gewöhnlichen Epithelzellen von großer Bedeutung zu
sein. Owen und Jones (1974); Owen (1977) folger-
ten, dass der Antigeneintritt über diese Zellen we-
sentlich für den Erwerb der mukosalen Immunität
ist, da die transportierten Makromoleküle direkt zu
den immunkompetenten Zellen der Peyerschen Plat-
ten gelangen. Der Austritt aus den M-Zellen scheint
jedoch ein wesentlich spezifischerer Prozess als die
Aufnahme zu sein (LeFevre et al. 1989).
”
gut closure“
Neonatal ist die Permeabilität des Darmepithels für
Makromoleküle relativ hoch. Sie wird später erheb-
lich reduziert. Dieses Ereignis wird gut closure ge-
nannt.
Eine Untersuchung von Axelsson et al. (1989) an
Säuglingen zeigte, dass gut closure für den Übertritt
von Proteinen und Peptiden kein akutes perinata-
les Ereignis, sondern ein länger anhaltender Prozess
ist. Des Weiteren wird angenommen, dass gut clos-
ure nie vollständig ist und daher geringe Mengen von
Makromolekülen die Darmbarriere auch noch beim
Erwachsenen überwinden können (Gardner 1994).
Weaver und Coombs (1988) sowie Weström
et al. (1984) beobachteten hingegen beim Meer-
schweinchen bzw. Ferkel, dass sich die Permeabilität
des Darms für Proteine selektiv in Abhängigkeit von
der Molekülgröße ändert. Daraus leiten sie ab, dass
kleine Moleküle die neonatale Darmbarriere anders
als Makromoleküle passieren.
Da die Aufnahme von Muttermilch beim Kanin-
chen nicht essentiell für die intestinale Reifung ist
(Udall et al. 1981) und gut closure bei chronisch
isolierten Darmsegmenten von Ferkeln zum gleichen
Zeitpunkt eintritt wie in Darmsegmenten mit Futter-
kontakt (Leary Jr. und Lecce 1978), wird vermu-
tet, dass es sich um einen hormonvermittelten Pro-
zess handelt (Husby 1988).
2.4 Modelle für
Darmexperimente
Zur Untersuchung der intestinalen Absorption und
Biotransformation wurde eine Vielzahl von experi-
mentellen Modellen entwickelt.
Neben Untersuchungen am intakten Tier wurden
In-vivo-Modelle entwickelt, bei denen mit chronisch
(Poelma et al. 1990) oder vorübergehend isolier-
ten (Haberich et al. 1968) Darmschleifen oder mit
in situ perfundierten Darmabschnitten (Kitazawa
et al. 1976) eine genauere Kontrolle des Darminhalts
möglich ist. Leichter zu handhaben und daher besser
reproduzierbar sind In-vitro-Modelle, mit denen die
Vorgänge an der Darmmukosa unter Ausschluss ex-
traintestinaler Einflüsse betrachtet werden können.
Anfang der 50er Jahre entwickelten Wilson und
Wiseman (1954) das Modell des everted sac, bei der
ein umgestülptes flüssigkeitsgefülltes Darmsegment
in Tyrode-Puffer inkubiert wird. Die Autoren un-
tersuchten die Passage von Substanzen, die in der
Tyrode gelöst waren.
Dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten iso-
liert perfundierten Darm liegt das Modell von Fis-
her und Parsons (1949) zugrunde, das von Rum-
mel und Stupp (1960) sowie Richter und Stru-
gala (1985) modifiziert wurde. Bei Fisher und
Parsons (1949) wurde ein isoliertes Darmsegment
in einen sauerstoffgesättigten Puffer gehängt, wäh-
rend das Lumen mit Puffer durchströmt wurde. Die-
ses Modell hat gegenüber dem everted sac den Vor-
teil der physiologischen Position des Darms.
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Bei den offenen intestinalen Segmenten (Di Colo
et al. 1981) wird das Darmsegment am Mesenterium
aufgeschnitten und in einer Diffusionszelle fixiert, in
der die mukosale und die serosale Seite mit sauer-
stoffhaltigem Medium umspült werden.
Bei diesem Modell kommt es, wie bei den zuvor ge-
nannten (Fisher und Parsons 1949; Wilson und
Wiseman 1954) zur unphysiologischen Gleichge-
wichtseinstellung zwischen der mukosalen substrat-
haltigen und serosalen Flüssigkeit.
Um dies zu verhindern, hängten Rummel und
Stupp (1960) sowieRichter und Strugala (1985)
den isolierten Darm in eine feuchte Kammer. Im
Unterschied zum Modell von Fisher und Parsons
(1949), bei dem die resorbierten Stoffe mit dem se-
rosalen Puffer vermischt werden, fließt hier Flüssig-
keit (mit gelösten Substanzen) durch die Darmwand.
Diese Flüssigkeit erscheint serosaseitig als Resorbat
und tropft in einen Auffangbehälter. Die serosale
Sauerstoffversorgung erfolgt durch wasserdampfge-
sättiges Carbogen.
Auch in der feuchten Kammer ist mit einer redu-
zierten intestinalen Resorptionsleistung zu rechnen
(Lauterbach et al. 1967), da das Abtropfen des Re-
sorbats das Konzentrationsgefälle nicht annährend
so stark fördert wie der Blutfluss im intakten Or-
gan.
Zur besseren Annäherung an In-vivo-Verhältnisse
wurden aufwendige Modelle mit erhaltenem Blut-
fluss (Johnson et al. 1969; Windmueller und
Spaeth 1981), künstlichem Blutkreislauf (Kavin
et al. 1967) oder arterieller Infusionstechnik (Fisher
und Gardner 1974a) entwickelt. Sie fanden nicht
zuletzt aufgrund der schwierigen Handhabung keine
breite Anwendung.
Für Untersuchungen auf zellulärer Ebene werden
frisch isolierte Darmzellen (Klee et al. 1990) sowie
kultivierte Darmepithelzelllinien (De Angelis et al.
1994) eingesetzt. Intestinale Transportvorgänge und
metabolische Prozesse auf subzellulärer Ebene wur-
den außerdem an Bürstensaummembranvesikeln un-
tersucht (Langguth et al. 1993).
In der vorliegenden Arbeit wird das von Rich-
ter und Strugala (1985) weiterentwickelte Modell
des isoliert perfundierten Darms verwendet, bei dem
ein Darmsegment in einer gasdichten Ganzglasap-
paratur hängt und ein mit Testsubstanz versehener
Puffer kontinuierlich durch das Darmlumen gepumpt
wird. Während der Perfusion transportiert der Darm
Elektrolyte, Zucker und Testsubstanz, die ihrerseits
Wasser mitschleppen und als Resorbat auf der se-
rosalen Seite des Darms erscheinen. Das Resorbat
tropft in einen Sammelbehälter, aus dem es zu je-
dem Versuchszeitpunkt entnommen werden kann.
Zusammenfassend stellen sich Vor- und Nachteile
des isoliert perfundierten Darms nach Richter und
Strugala (1985) folgendermaßen dar. Das Darm-
segment wird in ororektaler Richtung perfundiert.
Die Darmwand transportiert die im Perfusionsme-
dium gelösten Substrate von der mukosalen zur se-
rosalen Seite. Das Resorbat tropft von der Serosa ab,
wodurch ein Konzentrationsgefälle für gelöste Sub-
stanzen erzeugt wird. Da der kontinuierliche venöse
Abtransport intestinaler Flüssigkeit fehlt, ist prinzi-
piell eine verminderte Resorptionsleistung zu erwar-
ten (Lauterbach et al. 1967).
Weitere Vorteile des verwendeten Modells sind sei-
ne einfache Handhabung und gute Reproduzierbar-
keit, die Möglichkeit der Entnahme von Resorbat
und Perfusat zu jedem Zeitpunkt des Versuchs so-
wie die Möglichkeit der Untersuchung unterschiedli-
cher Darmsegmente. Die Darmsegmente weisen ein
relativ hohes Maß an struktureller und funktionel-
ler Unversehrtheit auf, wofür vor allem die Präpara-
tionsmethode mit kontinuierlicher Sauerstoffversor-
gung verantwortlich ist (Richter und Strugala
1985; Plumb et al. 1987).
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3 Material und Methoden
3.1 Versuchstiere
Männliche Wistar-Ratten mit 110 g – 300 g Kör-
permasse wurden von der Zentralen Versuchstier-
zucht des BgVV Berlin und dem Medizinisch-
Experimentellen Zentrum der Humanmedizinischen
Fakultät der Universität Leipzig bezogen. Sie wur-
den bei 22
 
und einem 12-stündigen Tag-Nacht-
Rhythmus in Macrolonkäfigen auf Weichholzgranu-
lat gehalten und erhielten Aqua bidest. und Stan-
dardfutter (Altromin
 
, Laage/Lippe) ad libitum.











0,1mol/l KH2PO4/K2HPO4; pH 7,4
Die Ratten wurden mit 150mg Ketamin und
10mg Xylazin pro Kilogramm Körpermasse i.m. an-
ästhesiert. Nach Injektion von 45 I.E. Heparin in die
Vena femoralis wurde die Bauchhöhle in der Media-
nen eröffnet. Anschließend wurde die Vena portae
kanüliert und die Leber mit gekühlter Natriumchlo-
ridlösung über die Vena cava caudalis entblutet. Die
Leber wurde aus der Bauchhöhle präpariert, in kalte
(4
 
) Kaliumchloridlösung überführt (2,5ml/g Le-
ber) und in einem Homogenisator nach Potter bei
1500min−1 unter Kühlung in acht Zügen zerkleinert.
Das Homogenat wurde bei 9000g und 4
 
30 Minu-
ten zentrifugiert (Sedimentation der Zellkerne, Mit-
ochondrien und Lysosomen). Die im Überstand ver-
bliebenen Membranen des endoplasmatischen Reti-
kulums wurden anschließend bei 105000g und 4
 
60 Minuten zentrifugiert. Das 105000g-Pellet wur-
de bei 200min−1 am Homogenisator nach Potter
in kalter Kaliumchloridlösung resuspendiert und er-
neut zentrifugiert (105000g , 4
 
, 60min). Das Pellet
wurde erneut am Potter-Homogenisator unter glei-
chen Bedingungen in kaltem Kaliumphosphatpuffer
resuspendiert (1ml/g Leber) und in 1-ml-Portionen
bei −70
 
gelagert. Dieses Verfahren lieferte durch-
schnittlich 40mg mikrosomales Protein pro Gramm
Leber.
Zur Kontrolle der Präparation wurde die An-






0,25mol/l Saccharose; 1mmol/l EDTA; pH 7,0
Kacodylat-Puffer









Die Aktivität des mikrosomalen Markerenzyms
Glukose-6-Phosphatase wurde nach der Methode
von Baginski et al. (1970) sowohl im Leberhomo-
genat als auch im mikrosomalen Pellet zur Bestim-
mung des Anreicherungsfaktors zwischen Homoge-
nat und Mikrosomen gemessen.
Glukose-6-Phosphatase katalysiert die Dephos-
phorylierung von Glukose-6-Phosphat. Dadurch
wird anorganisches Phosphat (Pi) frei, das als blau-
er Phosphat-Molybdat-Komplex bei 840 nm spek-
tralphotometrisch gemessen wird.
G− 6− P + H2O
G-6-Pase
−−−−−→ Glukose + Pi (3.1)
50   l der mit Saccharose/EDTA-Lösung verdünn-
ten Proben (Homogenat 1:10 und 1:20, Mikrosomen-
suspension 1:5 und 1:10) bzw. 50   l Standard wur-
den mit je 50   l Saccharose/EDTA-Lösung, Glukose-
6-Phosphat-Lösung und Kacodylat-Puffer gemischt
und 10 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert.
Die Reaktion wurde mit 1ml Ascorbinsäure/Tri-
chloressigsäure-Lösung gestoppt und das prä-
zipitierte Protein bei 3000g 3 Minuten se-
dimentiert. Anschließend wurden 500   l Über-
stand mit 250   l Ammoniummolybdat-Lösung und
500   l Natriumarsenit-Trinatriumcitrat-Lösung ge-
mischt und nach 15 Minuten die Extinktion gegen
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den Leerwert spektralphotometrisch gemessen. Die
Enzymaktivität wurde anhand einer Eichkurve (0;
0,375; 0,75; 1,5; 3   mol/l Phosphat) berechnet und
in Mikromol Phosphat pro Milligramm Protein und
Minute angegeben.
Der Anreicherungsfaktor als Quotient der Glu-
kose-6-Phosphat-Aktivität im mikrosomalen Pel-
let und Leberhomogenat betrug durchschnittlich





0,1mol/l KH2PO4/K2HPO4; pH 7,4
Zur Herstellung von proteingebundenen Rück-
ständen wurden Rattenlebermikrosomen mit Fura-
zolidon und einem NADPH-regenerierenden System
in braunen Glasgefäßen bei 37
 
im Rundschüttler
30 Minuten inkubiert (siehe Abb. 3.1 auf der nächs-
ten Seite [1]).
Der Reaktionsansatz war folgendermaßen zusam-
mengesetzt: mikrosomales Protein 1,3mg/ml; Fu-
razolidon 160   mol/l; NADPH 1mmol/l; MgCl2
3mmol/l; Glukose-6-Phosphat 10mmol/l und Glu-
kose-6-Phosphatdehydrogenase 5U/ml. Der Reak-
tionsansatz hatte ein Volumen von einem Milliliter.
Nach der Inkubation wurden ungebundene Me-
taboliten und unverstoffwechselte Muttersubstanz
mehrmals mit Methanol und Ethanol extrahiert
(Abb. 3.1 auf der nächsten Seite [2]). Dazu wur-
de der Reaktionsansatz mit 1ml Methanol gemischt
und 10 Minuten auf Eis gestellt. Das gefällte Protein
wurde anschließend durch Zentrifugation bei 6000g
(4
 
, 5 min) pelletiert. Es folgten 4 weitere Extrak-
tionsschritte, zwei mit je 1ml Methanol, zwei mit je
1ml Ethanol. Das Pellet wurde mittels Ultraschall
resuspendiert. Nach der zweiten Methanolextraktion
wurde mit 6000g , ab der dritten Methanolextraktion
mit 14000g jeweils bei 4
 
10 Minuten zentrifugiert.
Das letzte Pellet wurde in 1ml Kaliumphosphatpuf-
fer resuspendiert.
Zur Gewinnung rückstandsfreier Kontrollen wur-
den Mikrosomen mit Furazolidon, jedoch ohne
NADPH-regenerierendes System inkubiert.
Da sich Furazolidon unter Lichteinwirkung zer-
setzt (Kalim 1985), wurden geeignete Maßnahmen
zur Abdunklung getroffen (Verwendung brauner Re-
aktionsgefäße, Abdecken lichtdurchlässiger Appara-
te etc.).
Radioaktiv markierte Rückstände wurden in
der beschriebenen Weise im Isotopenlabor des
Veterinär-Physiologisch-Chemischen-Institutes her-
gestellt. Das dabei verwendete Furazolidon (Smith
Kline Beecham, West Chester, USA) war entweder
im Nitrofuranring oder in der Aminooxazolidinon-
Seitenkette 14C-markiert (Abb. 2.1 auf Seite 8).
Die spezifische Aktivität betrug 2,96998   Ci/mg für
ringmarkiertes und 2,97998   Ci/mg für seitenketten-
markiertes Furazolidon.
Im Rahmen der Methodenvalidierung wurde
in Anlehnung an Kluge (1997) der 14C-Gehalt
in den Alkoholfraktionen bestimmt. Die Sum-
me der in allen Alkoholfraktionen und im Pro-
teinpellet messbaren Furazolidonäquivalente be-
trug 40,34± 6,102 nmol bei Versuchsansätzen mit
40 nmol 14C-ringmarkiertem Furazolidon (n = 3).
Es konnte gezeigt werden, dass die Radioaktivität
in den drei letzten Alkoholfraktionen unter 0,5%
der Gesamtaktivität lag. Bei Kluge (1997) waren
es 0,3%. Hieraus konnte abgeleitet werden, dass es
weiterer Extraktionsschritte zur Elimination der un-






0,1mol/l KH2PO4/K2HPO4; pH 7,4
Krebs-Henseleit-Puffer
118,5mmol/l NaCl; 4,69mmol/l KCl;
2,5mmol/l CaCl2 · 2H2O; 1,2mmol/l KH2PO4;






Das extrahierte rückstandshaltige Protein wurde
anschließend in vitro verdaut. Die Verdauung be-
stand aus Säurehydrolyse und enzymatischer Pro-
teolyse als den wesentlichen Schritten der Protein-
verdauung bei Monogastriern (siehe Abb. 3.1 auf der
nächsten Seite [3,4]).
Zu diesem Zweck wurde das mikrosomale Protein
nach der letzten Extraktion nicht in Kaliumphos-
phatpuffer, sondern in 0,5%iger Salzsäure (67   l pro
Pellet von 1ml Reaktionsansatz) resuspendiert und
4 Stunden bei 37
 
im Wasserbad inkubiert.
Anschließend wurde der pH mit 134   l Krebs-
Henseleit-Puffer pro Pellet und K3PO4 auf 7,4 einge-
stellt. Durch Zugabe von 0,05mg Pronase pro Pellet
wurde die Verdauung gestartet. Die Proteinsuspen-




Durch Ultrafiltration über 5000-Dalton-Filter
wurden die niedrig molekularen Verdauungsproduk-
te von hoch molekularen Proteinen einschließlich der
Pronase (siehe Abb. 3.1 auf der nächsten Seite [5])
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Furazolidon ± NADPH-regenerierendes System
Neutralisation des Reaktionsansatzes






[6] Darmperfusion mit verdautem
(3.3.2)
+Lebermikrosomen[1] Herstellung


















Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Bildung und Verdauung proteingebundener Furazolidonrückstände
und ihre Untersuchung auf intestinale Resorption
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getrennt, so dass am Ende verdaute rückstandshalti-
ge Peptide mit einer Molekülmasse unter 5000 Dal-
ton für die Untersuchung der intestinalen Resorption
vorlagen (siehe Abb. 3.1 auf der vorherigen Seite [6]).
Die Ultrafiltration erfolgte in Ultrafiltrationseinhei-
ten (Centrisart
 
) bei 2500g und 4
 
ca. 6-8 Stun-









137mmol/l NaCl; 2,7mmol/l KCl;
11,9mmol/l NaHCO3; 0,4mmol/l NaH2PO4;
1,4mmol/l CaCl2 · 2H2O;
0,5mmol/l MgCl2 · 6H2O; pH 7,2
Ratten wurden durch intramuskuläre Injek-
tion von Ketamin und Xylazin (150 mg/kg KM,
10 mg/kg KM) anästhesiert. Nach Injektion von
45 I.E. Heparin in die Vena femoralis wurde die
Bauchhöhle in der Medianen eröffnet, der obere
Dünndarmabschnitt freigelegt und hinter der Flexu-
ra duodenojejunalis zweimal zwei Glaskanülen ein-
gebunden. Je zwei Glaskanülen begrenzten ein et-
wa 10 cm langes Jejunumsegment und dienten als
Ein- bzw. Auslassrohr für die Ex-vivo-Perfusion. Die
kanülierten Darmsegmente wurden in situ mit kör-
perwarmer Tyrode gespült. Anschließend wurden die
Darmsegmente vom Gekröse getrennt, von außen
mit körperwarmer Tyrode abgespült, trockengetupft
und in die temperierte mit 50ml Tyrode gefüllte
Perfusionsapparatur eingehängt. Danach wurden die
Ratten durch Entbluten getötet.
3.3.2 Perfusion
Die Darmperfusion erfolgte in Anlehnung an die von
Richter und Strugala (1985) beschriebene Me-





Die sezernierte Flüssigkeit, das Resorbat, wurde in
einem Reagenzglas unterhalb der Kammer aufgefan-
gen. Resorbat konnte zu jedem beliebigen Zeitpunkt
ohne Unterbrechung der Perfusion entnommen wer-
den. Abbildung 3.2 zeigt die verwendete Perfusions-
apparatur.
Der Perfusator ermöglicht den kontinuierlichen
Durchfluss des Perfusionsmediums durch das Darm-
segment, wodurch die Darmpassage simuliert werden
soll. Durch Einleiten von Carbogen in das Einlass-
rohr der oberen Kammer wird nicht nur das Per-




















































Abbildung 3.2: Perfusionsapparatur nach Richter und
Strugala (1985), modifiziert. Die Apparatur besteht
aus zwei doppelwandigen Glaskammern, die durch Drei-
wegehähne miteinander verbunden werden können. An
Punkt (1) strömt Carbogen in den Perfusator ein, treibt
das Perfusat in Uhrzeigerrichtung (innere Pfeile) und rei-
chert es gleichzeitig mit Sauerstoff an. Das wasserdampf-
gesättigte Carbogen verlässt die obere Kammer bei (2)
und strömt bei (3) in die untere Kammer ein, wo es die
serosale Seite des Darms mit Sauerstoff versorgt und den
Darm vor Austrocknung schützt. Das Carbogen verlässt
bei (4) die Apparatur. Das vom Darmsegment produ-
zierte Resorbat tropft in ein Reagenzglas, welches in be-
liebigen Zeitintervallen ausgetauscht werden kann. Die
unbeschrifteten Pfeile außerhalb der Apparatur zeigen
die Flussrichtung des temperierten Wassers (37
 
) an.
Schlauchverbindungen sind nicht eingezeichnet.
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der oberen und unteren Kammer mit Sauerstoff ver-
sorgt. Der Innenraum der Apparatur wird durch




das die untere Kammer teilweise auskleidet, beugt
Verdunstungseffekten vor.
Das Perfusat bestand aus 50ml Tyrode mit
15mmol/l Glukose und 1   mol/l AOZ bzw. protein-
gebundenen Rückständen. Kontrollen wurden mit
glukosehaltiger Tyrode sowie unter Zusatz von rück-
standsfreiem verdauten Protein durchgeführt.
Vor Versuchsbeginn wurde die Perfusionsappara-
tur zweimal mit destilliertem Wasser und einmal
mit Perfusionslösung gespült und zuletzt mit frischer
Perfusionslösung beschickt. Anschließend erfolgte
die Präparation der Darmsegmente (siehe 3.3.1 auf
der vorherigen Seite).
Nach Einhängen des Darmsegments wurde die un-
tere Perfusionskammer luftdicht abgeschlossen. Die
Apparatur war luftdicht, wenn sich in einem wasser-
gefüllten Gefäß, das am Auslass der unteren Kam-
mer angeschlossen wurde, Luftblasen, hervorgerufen
durch das Carbogen, bildeten.
Anschließend erfolgte die Zugabe von AOZ oder
Proteinsuspension in die obere Perfusionskammer.
3.3.3 Probennahme und -aufarbeitung
Die Perfusionsdauer betrug zwei Stunden. Perfusat-
proben (Aliquote zu einem Milliliter) wurden un-
mittelbar nach Zugabe von AOZ bzw. verdautem
Protein (0min) und anschließend alle 20 Minuten
aus der oberen Perfusionskammer entnommen. Vom
Resorbat wurde jeweils die in 20 Minuten gebildete
Menge genommen (Zeitpunkte: 20, 40, 60, 80, 100,
120 min). Das Resorbatvolumen wurde durch Aus-
wiegen unter der Annahme: 1 g = 1ml ermittelt.
Perfusat- und Resorbatproben wurden in drei Por-
tionen für die Bestimmung der Glukose- und Pro-
teinkonzentration sowie der AOZ-Konzentration auf-
geteilt. Die Glukose- und Proteinbestimmung erfolg-




3.3.4 Prüfung der Vitalität des isoliert
perfundierten Darms
Als Vitalitätsparameter wurden der Wasserfluss, der
Glukosefluss und die Glukoseanreicherung im Resor-






Dabei ist mResorbat die Resorbatmenge (in g), lDarm
die Darmlänge (in cm) und t die Zeit zwischen den






bestimmt, wobei CResorbat die Glukosekonzentration
im Resorbat ( in mmol/l) und VResorbat das Resor-
batvolumen (in ml) darstellt. Die Glukoseanreiche-
rung QA wurde als Quotient der Glukosekonzentra-






Die Anreicherung von Glukose im Resorbat spie-
gelt die Fähigkeit des isolierten Darmsegments wi-
der, Glukose aktiv gegen einen Konzentrationsgradi-
enten zu transportieren. Sie ist daher ein sensitiver
Parameter für die funktionelle und morphologische
Integrität des Darmsegments.
3.3.5 Glukosebestimmung
Der Glukosegehalt wurde mit der GOD-Perid
 
-
Methode (Boehringer, Mannheim) nach Trinder
(1969) bestimmt. Im ersten Reaktionsschritt setzt
Glukoseoxidase Glukose und Sauerstoff zu Glukon-
säure und Wasserstoffperoxid um.






Wasserstoffperoxid dient im nächsten Schritt zur
Umwandlung von 4-Aminophenazon und Phenol in
den roten Farbstoff 4-(p-Benzochinon-monoimino)-
phenazon, dessen Konzentration photometrisch be-
stimmt wurde.






Für diese Bestimmung wurde Resorbat 1:5 mit
Aqua dest. verdünnt, Perfusat wurde unverdünnt
verwendet. 50   l Probe wurden mit 500   l URAC
 
enteiweißt und bei 14000g 2,5 Minuten zentrifugiert.
100   l Überstand wurden mit 1ml Reagenz (Gluko-
setestreagenz GOD-Perid
 
) eine Stunde bei Zim-
mertemperatur inkubiert und in Quarzglasküvetten
mit 1 cm Schichtdicke bei 546 nm gegen den Leerwert
(Aqua dest. statt Probe) spektralphotometrisch ge-
messen. Die Berechnung der Glukosekonzentration
erfogte anhand einer Standardkurve mit 0, 5, 10, 15
und 20mmol/l Glukose unter Berücksichtigung des
jeweiligen Verdünnungsfaktors.
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96mmol/l NaCl; 1,5mmol/l KCl;
27mmol/l Trinatrium− Citrat;
5,6mmol/l KH2PO4; pH 7,4; 37
 
Medium B
109mmol/l NaCl; 2,4mmol/l KCl;
1,5mmol/l KH2PO4;
4,3mmol/l Na2HPO4 · 2H2O;
10mmol/l Glukose; 5mmol/l Glutaminsäure;
1mmol/l Dithiothreitol; pH 7,4; 37
 
Inkubationsmedium
76mmol/l Na2HPO4 · 2H2O;
19mmol/l KH2PO4; 200mmol/l Saccharose;
pH 7,4
Präparation isolierter Enterozyten
Isolierte Enterozyten wurden wie von Weiser
(1973) beschrieben gewonnen.
Die Ratten wurden mit Ketamin/Xylazin
(150 mg/kg KM/10 mg/kg KM) anästhesiert. Nach
Injektion von 45 I.E. Heparin in die Vena femoralis
wurde die Bauchhöhle in der Medianen eröffnet
und der Dünndarm entnommen. Die Ratte wur-
de anschließend durch Entbluten über die Aorta
abdominalis getötet. Der Dünndarm wurde mit
eisgekühlter isotoner Kochsalzlösung gespült, an
einem Ende mit einem Garnfaden verschlossen und
mit 37
 
warmem Medium A gefüllt. Das offene
Ende wurde mit einer Arterienklemme verschlossen,
und anschließend wurde der Darm in isotonischer
Kochsalzlösung 10 Minuten unter mehrmaligem
Palpieren bei 37
 
inkubiert. Nach Verwerfen des
Mediums A wurde der Darm mit Medium B prall
gefüllt und 5 Minuten inkubiert. Währenddessen
wurde er mit leichtem Druck palpiert, um die Ablö-
sung der Zellen zu unterstützen. Die Zellen wurden
in ein Becherglas mit eisgekühltem Inkubations-
medium überführt. Nach Sedimentation der Zellen
wurde die Flüssigkeit dekantiert und durch frisches
Inkubationsmedium ersetzt. Die Inkubation des
Darms wurde so oft wiederholt, bis die Darmwand
anfing durchsichtig zu werden. Anschließend wurde
die Zellsuspension zweimal mit Inkubationsmedium
gewaschen (durch Resuspension in frischem Medium
und 5-minütige Zentrifugation bei 50g und 4
 
) und
auf eine Dichte von 100mg Zellen (Feuchtgewicht)
pro Milliliter eingestellt.
Versuchsablauf
Jeweils 10ml Zellsuspension wurde auf Kristal-
lisierschalen (Durchmesser 40mm) verteilt, im
Rundschüttler 15 Minuten auf 37
 
erwärmt
und anschließend mit AOZ (Endkonzentration
20, 5, 1 bzw. 0   mol/l) behandelt. Die Zellen wurden
30 Minuten unter Luft inkubiert. Die Probenahme
(750   l) erfolgte unmittelbar vor und nach der Be-
handlung sowie nach 5, 15 und 30 Minuten. Die Pro-
ben wurden umgehend bei 100g und 24
 
10 Se-
kunden zentrifugiert, vom Überstand wurden 500   l
für die AOZ-Bestimmung sowie 40   l für die Mes-
sung der Laktatdehydrogenase-Aktivität (LDH) ab-
genommen. Proben für die HPLC-Analyse wurden
bis zur Aufarbeitung bei −70
 
gelagert. Am Ver-
suchstag wurde zur Überprüfung der Zellvitalität die
LDH-Aktivität im Inkubationsmedium bestimmt.
Laktatdehydrogenase-Bestimmung
Laktatdehydrogenase ist eine NAD-Oxidoreduktase
und katalysiert folgende Reaktion:
Pyruvat+NADH+H+
LDH
−−−→ Laktat+NAD+ . (3.7)
Die LDH-Aktivität wurde indirekt über den
NADH-Abfall photometrisch bei 340 nm gemessen





Der Faktor 4921 wird vom Hersteller des Testkits
für die Umrechnung des Extinktionsabfalls in En-
zymaktivität angegeben. Da das Volumenverhältnis
von Probe zu Reaktionslösung von der Arbeitsvor-
schrift des Testkits abwich, wurde der Korrekturfak-
tor 1/1,569 eingeführt (Johanssen 1999).
Für die Bestimmung der Laktatdehydrogenase-
Aktivität wurde die Zellsuspension 10 Sekunden
bei 100g und 24
 
zentrifugiert, 40   l des 1 + 2
mit Inkubationsmedium verdünnten Überstandes
mit 750   l Reagenzlösung (LDH-Testkit, Boehringer





138mmol/l NaCl; 5,3mmol/l KCl;
0,8mmol/l MgSO4 · 7H2O;
0,4mmol/l Na2HPO4; 26,2mmol/l NaHCO3;
pH 7,4
Krebs-Henseleit-Puffer
118,5mmol/l NaCl; 4,69mmol/l KCl;
2,5mmol/l CaCl2 · 2H2O; 1,2mmol/l KH2PO4;
1,2mmol/l MgSO4 · 7H2O; 5mmol/l HEPES;
pH 7,4
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Collagenase Typ 2 von Worthington Biochemical
Corporation (355U/mg, CLS 2, 46A034)
Präparation isolierter Hepatozyten
Isolierte Hepatozyten wurden wie bei Ungemach
(1982) beschrieben gewonnen.
Die mit Ketamin/Xylazin (150 mg/kg KM/
10 mg/kg KM) anästhesierten Ratten wurden in der
Medianen eröffnet. Nach Injektion von 45 I.E. He-
parin in die Vena femoralis wurde die Vena cava
abdominalis mit einer losen Garnligatur kaudal der
rechten Niere und die Vena portae mit einer losen
Gummibandligatur versehen. Anschließend wurde
die Vena portae kanüliert, die Kanüle mithilfe der
Ligatur fixiert und die Leber mit körperwarmem,
carbogengesättigten, Ca2+-freien Hankspuffer por-
tokaudal entblutet. Eine zweite Kanüle wurde nach
Eröffnung des Thorax in die ebenfalls mit einer
Gummibandligatur versehene Vena cava cranialis
gelegt und die Vena cava abdominalis verschlossen.
Die Leber wurde vorsichtig aus der Bauchhöh-
le präpariert und an die auf 37
 
temperierte
Perfusionsapparatur nach Miller et al. (1951)
angeschlossen (siehe Abb. 3.3).




de die Leber mit 120ml Krebs-Henseleit-Puffer
und 15mg Kollagenase portokaudal rezirkulie-
rend perfundiert. Der hydrostatische Druck betrug
10− 15 cm Wassersäule, die Durchflussgeschwindig-
keit 40− 60ml/min.
Nach 15 bis 20 Minuten war die Leber leicht ge-
schwollen und von brüchiger Konsistenz. Die Leber-
zellen konnten dann zusammen mit dem Perfusions-
medium in ein Becherglas ausgestrichen werden. An-
schließend wurde die Zellsuspension durch doppella-
gige Gaze in ein gekühltes Becherglas filtriert, um
grobe bindegewebige Bestandteile abzutrennen. Die
Zellsuspension wurde auf vier kalte Zentrifugenglä-
ser verteilt und bei 50g , 4
 
5 Minuten zentrifugiert.
Nach Dekantieren des Überstands wurden die Zell-
pellets in je 20ml gekühltem Krebs-Henseleit-Puffer
mit Albuminzusatz (bovines Serumalbumin 15 g/l)
resuspendiert, 5 Minuten stehen gelassen und erneut
wie oben zentrifugiert. Der Waschschritt wurde noch
einmal mit je 20ml albuminfreiem Krebs-Henseleit-
Puffer wiederholt. Anschließend wurde die Zellsus-
pension mit Krebs-Henseleit-Puffer auf eine Zelldich-
te von 70mg Zellen (Feuchtgewicht) pro Milliliter










Abbildung 3.3: Die Perfusionskammer nach Miller
et al. (1951) enthält eine gläserne Lunge (1), in die
kontinuierlich Carbogen eingeleitet wird. Perfusionsme-
dium strömt an der großen Oberfläche der Lunge ent-
lang und wird dabei mit Carbogen gesättigt. Das Perfu-
sat gelangt über ein der Druckkontrolle dienendes Steig-
rohr (2) zur Leber und wird schließlich im Sammelge-
fäß (3) aufgefangen. Ein Teil des Perfusats wird zur pH-
Kontrolle in ein pH-Meter (4) geleitet. Der dritte Lun-
genausgang (5) stellt eine Überlaufvorrichtung dar. Mit-
hilfe einer Schlauchklemme (6) hinter dem Steigrohr wird
der Flüssigkeitsdruck in der Leber reguliert.
Versuchsablauf
Jeweils 10ml gekühlte Zellsuspension wurde auf
Kristallisierschalen mit einem Durchmesser von
40mm verteilt. Nach 15-minütiger Erwärmung im
Rundschüttler auf 37
 
wurde AOZ (gelöst in
Reinstwasser) in folgenden Endkonzentrationen zu-
gegeben: 0, 1, 5, 20   mol/l. Die Zellen wurden
30 Minuten unter Luft inkubiert. Die Probennah-
me (750   l) erfolgte vor und unmittelbar nach der
Behandlung, sowie nach 5, 15 und 30 Minuten Inku-
bation. Die Proben wurden umgehend 10 Sekunden
bei 100g und 24
 
zentrifugiert und vom Überstand
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500   l für die HPLC-Analyse des AOZ-Metabolismus
sowie 40   l für die LDH-Messung abgenommen. Pro-
ben für die HPLC wurden bis zur Aufarbeitung bei
−70
 
gelagert. LDH wurde am Versuchstag be-
stimmt.
Die Zellvitalität wurde mittels Trypanblaufärbung
(lichtmikroskopisch) und LDH-Bestimmung im In-
kubationsmedium ermittelt.
Die LDH-Aktivität wurde wie unter 3.4.1 auf Sei-
te 22 beschrieben gemessen. Dazu wurde der Über-
stand der Zellsuspension 1+10 mit Krebs-Henseleit-
Puffer verdünnt.
Trypanblaufärbung
Nach Vermischen von 10   l Zellsuspension mit 100   l
0,2% Trypanblaulösung (w/v) wurden die Zellen
in einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer lichtmikro-
skopisch bei 80facher Vergrößerung ausgezählt. Von
durchschnittlich 300 Zellen wurde der prozentuale






50mmol/l Tris-Base; 250mmol/l Saccharose;
6,13mmol/l N-Acetyl-L-Cystein;
1mmol/l Dithiothreitol; pH 7,4;
unmittelbar vor Gebrauch Zugabe von
0,1mmol/l PMSF in Propanol;
Aufbewahrungspuffer
0,1mol/l Tris-Base; 10mmol/l EDTA; pH 7,4
Kaliumphosphatpuffer




Die anästhesierten Ratten (150 mg/kg KM Ketamin,
10 mg/kg KM Xylazin) wurden nach Injektion von
45 I.E. Heparin in die Vena femoralis in der Linea
alba eröffnet. Das Jejunum wurde entnommen, in
zwei Teile geschnitten und mit körperwarmer Ka-
liumchloridlösung gespült, um die Ingesta zu ent-
fernen. Der Darm wurde an einem Ende mit einer
Gummibandligatur verschlossen, prall mit Arbeits-
puffer gefüllt, am anderen Ende mit einer Arteri-
enklemme verschlossen und in einem mit Kalium-
chloridlösung gefüllten Becherglas bei 37
 
10 Mi-
nuten inkubiert. Anschließend wurde der Darm ent-
leert und in seiner gesamten Länge eröffnet. Die
Mukosa wurde mit einem Skalpell abgeschabt, in
Arbeitspuffer aufgenommen und erst am Homoge-
nisator nach Potter in acht Zügen bei 1500min−1
und anschließend am Ultraschallstab mit 20%iger
Leistung 60 Sekunden unter Kühlung homogenisiert.
Das Homogenat wurde bei 1500g , 4
 
10 Minuten
zentrifugiert. Die im Überstand verbliebenen Mem-
branen des endoplasmatischen Retikulums wurden
bei 105000g und 4
 
60 Minuten sedimentiert. Das
Pellet wurde am Potter-Homogenisator in 8ml kal-
tem Aufbewahrungspuffer bei 200min−1 resuspen-
diert und in 1-ml-Portionen bei −70
 
gelagert.
Die Ausbeute aus einem Jejunum betrug durch-
schnittlich 60mg mikrosomales Protein.
Versuchsablauf
Aufgetaute Darmmikrosomen wurden mit 4
 
kal-
tem Kaliumphosphatpuffer auf einen Proteingehalt
von 1,43mg/ml eingestellt. Aliquote der Proteinsus-
pension wurden auf Kristallisierschalen (Durchmes-
ser 25mm) verteilt und im Rundschüttler 15 Mi-
nuten auf 37
 
erwärmt und anschließend mit
AOZ behandelt. Um die Reaktion zu starten, wur-
de das NADPH-regenerierende System gelöst in
Kaliumphosphatpuffer zugegeben. Kontrollansätze
erhielten die gleiche Menge Kaliumphosphatpuf-
fer. Die Konzentration der einzelnen Komponen-
ten im Reaktionsansatz betrug: 1,3mg/ml mikroso-
males Protein; 20   mol/l AOZ; 1mmol/l NADPH;
3mmol/l MgCl2; 10mmol/l Glukose-6-Phosphat
und 5U/ml Glukose-6-Phosphatdehydrogenase. Der
Metabolismus von AOZ wurde 30 Minuten unter
Luft untersucht.
Unmittelbar vor und nach Starten der Reaktion
(0min) sowie nach 5, 15 und 30 Minuten wurden
Proben zu je 250   l entnommen und mit 250   l HCl








Die Präparation von Lebermikrosomen erfolgte wie
unter 3.2.1 auf Seite 17 beschrieben.
Versuchsablauf
Die Inkubation von Lebermikrosomen zur Untersu-
chung des Metabolismus von AOZ erfolgte in gleicher
Weise wie bei Darmmikrosomen. Zusätzlich wurde
der Metabolismus von Furazolidon untersucht, dabei
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enthielten die Reaktionsansätze 80   mol/l Furazoli-
don. Von den Ansätzen mit AOZ wurden Proben zu
500   l gewonnen und mit 500   l HCl vermischt, von
den Furazolidonansätzen wurden Proben zu 400   l
gewonnen und mit 1ml Ethylacetat vermischt, um
die Reaktion zu stoppen. Die Proben wurden auf
4
 
gekühlt und sofort für die HPLC-Analyse auf-
gearbeitet.
3.5 Fütterungsversuche
3.5.1 Herstellung der Rückstände
Gewinnung von rückstandshaltigem Protein aus
Lebermikrosomen
Rattenlebermikrosomen wurden wie unter 3.2.3 auf
Seite 18 beschrieben in 36ml-Reaktionsansätzen
mit 160   mol/l Furazolidon 30 Minuten inkubiert.
Nach Extraktion der freien Metabolite und Mut-
tersubstanz wurde das rückstandshaltige Pellet in
1ml Aqua dest. am Ultraschallstab (30 s, 20%ige
Leistung) resuspendiert. Von dieser Suspension wur-
den Proben für die Protein- und Rückstandsmessung
genommen, der Rest wurde bis zur weiteren Verwen-
dung bei −70
 
gelagert. Die Suspension enthielt
durchschnittlich 150   mol/l proteingebundene Rück-
stände bzw. 10 nmol/mg mikrosomales Protein.
Rückstandshaltiges Futter
Das pelletierte Rattenfutter (Altromin
 
) wurde im
Mörser zerkleinert und mit Aqua dest. zu einer pas-
tösen Masse verrieben, in die 20 nmol AOZ bzw.
20 nmol proteingebundene unverdaute Rückstände
pro Gramm Pellet (Trockenmasse) homogen eingear-
beitet wurden. Die Masse wurde anschließend erneut
zu Pellets (ca. 4 cm × 0,7 cm × 0,7 cm) geformt, im
Trockenschrank bei 37
 
ca. 36 Stunden getrocknet
und am darauffolgenden Abend als alleiniges Futter
verabreicht. Die Versuchstiere befanden sich in Ein-
zelkäfigen und erhielten jeweils 20 g Pellets.
Vorversuche hatten gezeigt, dass Ratten das be-




Sechs gefastete Ratten mit einem durchschnittli-
chen Körpergewicht von 120 g erhielten um 8 Uhr
morgens (Futterentzug am Vortag um 16 Uhr)
per Maulschlundsonde 2ml rückstandshaltige Pro-
teinsuspension (siehe 3.5.1). Das entspricht bei
einer Dosis von 300 nmol Rückstand pro Rat-
te (250 nmol/100g KGW). Jeweils zwei Tiere wur-
den 1, 2 und 4 Stunden nach Applikation ge-
tötet. Dazu wurden sie mit Ketamin/Xylazin
(150 mg/kg KM/10 mg/kg KM) anästhesiert und nach
Erreichen der chirurgischen Toleranz in der Media-
nen eröffnet. Nach Injektion von 45 I.E. Heparin in
die Vena femoralis wurde die Aorta abdominalis kau-
dal der Nieren freipräpariert, mit zwei Arterienklem-
men im Abstand von 1,5 cm unterbunden, in diesem
Bereich inzisiert und mit einem PVC-Schlauch (In-
nendurchmesser 1mm) kanüliert. Nach Öffnen der
kranialen Arterienklemme wurde das Blut über den
PVC-Schlauch in ein Reagenzröhrchen aufgefangen.
Der Harn wurde mittels Einmalspritze aus der Harn-
blase gewonnen.
Anschließend wurden die Leber, beide Nieren oh-
ne Kapsel und die Lendenmuskulatur (Musculus ili-
opsoas, Musculus psoas minor) beidseits, sowie der
Magen und der Dünndarm entnommen. Nach Ge-
winnung des Magen- und Darminhaltes wurden die
Proben bis zur Aufarbeitung bei −70
 
eingefroren.
Das Blut wurde bei 3000g , 4
 
10 Minuten zen-




Rückstandsapplikation über das Futter
Am Vortag des Versuchs wurden vier 200 g schwere
Ratten um 10 Uhr einzeln in einstreulose Käfige, die
mit Zellstoff ausgelegt waren, gesetzt. Sie erhielten
Wasser ad libitum, jedoch kein Futter. Um 19 Uhr
erhielt jedes Tier 20 g Pellets mit insgesamt 400 nmol
gebundenen Rückständen bzw. AOZ (siehe 3.5.1).
Am folgenden Tag um 11 Uhr wurden die Tiere
sowie die Pelletreste gewogen. Tötung und Proben-
nahme erfolgten wie oben beschrieben.
3.5.3 Homogenisierung der Organ- und
Gewebsproben
Leber und Niere
Die aufgetauten Leber- und Nierenproben wurden
in kleine Stücke geschnitten und in 2ml Reinst-
wasser pro Gramm Gewebe aufgenommen. Anschlie-
ßend wurden die Proben in drei Arbeitsschritten un-
ter Kühlung homogenisiert. Zuerst wurde das Ge-
webe am Ultra-Turrax bei 13500min−1 zerkleinert,
bis keine Organstücke mehr sichtbar waren. Diese
Masse wurde zunächst am Homogenisator nach Pot-
ter (1500min−1, 8 Züge) und anschließend am Ul-
traschallstab 30 sec bei 20%iger Leistung homoge-





Die aufgetaute und zerkleinerte Muskulatur wurde
in 4ml Wasser pro Gramm Gewebe aufgenommen
und wie Leber und Niere homogenisiert. Nach Homo-
genisierung am Ultra-Turrax wurde die Gewebssus-
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pension zusätzlich durch doppellagige Gaze filtriert,








1,6mmol/l CuSO4 · 5 H2O
Lösung C
Lösung A/ Lösung B (100:1 v/v)
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz
Merck, Darmstadt
Protein wurde in Anlehnung an die Methode von
Lowry et al. (1951), modifiziert nach Markwell
et al. (1972) bestimmt.
Bei folgenden Versuchen wurden Proteinmessun-
gen durchgeführt:
1. bei der Präparation von Mikrosomen im Le-
berhomogenat sowie in Mikrosomensuspensio-
nen von Leber und Darm,
2. bei der Herstellung und Verdauung von protein-
gebundenen Rückständen im extrahierten resus-
pendierten mikrosomalen Pellet und im Ultra-
filtrat der verdauten Proteine,
3. bei der Darmperfusion im Perfusat und Resor-
bat.
25   l Probe wurden mit 750   l Lösung C ver-
mischt, 15 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert, anschließend mit 37,5   l Folin-Ciocalteus-
Phenolreagenz versetzt und sofort kräftig geschüt-
telt. Nach 45 Minuten wurden die Proben spek-
tralphotometrisch bei 660 nm in Quarzglasküvetten
mit einem Zentimeter Schichtdicke gegen den Leer-
wert gemessen. Der Leerwert enthielt 25   l Puf-
fer anstelle der Probe. Er wurde wie die Pro-
ben aufgearbeitet. Die Proteinkonzentration wurde
mithilfe einer Eichkurve (Eichwerte: 1,5; 1,0; 0,5;
0,0mg bovines Serumalbumin/ml Puffer) unter Be-
rücksichtigung der Verdünnung berechnet. Proben
































Abbildung 3.4: Derivatisierung von AOZ mit Nitroben-









50mmol/l Nitrobenzaldehyd in DMSO
AOZ wurde als NBAOZ in Anlehnung an die Me-
thode von Horne et al. (1996) analysiert. Dieser
liegt eine Derivatisierungsreaktion zugrunde, bei der
AOZ unter sauren Bedingungen mit Nitrobenzalde-
hyd zum lichtempfindlichen NBAOZ reagiert, wel-
ches hochdruckflüssigkeitschromatographisch nach-
gewiesen werden kann (siehe Abb. 3.4).
Das Derivatisierungsprodukt NBAOZ zeigt im
UV-Bereich ein Absorptionsmaximum bei 260,2 nm
(siehe Abb. 3.5 auf der nächsten Seite). In Anleh-
nung an Horne et al. (1996) wurde die Messung bei
275 nm durchgeführt.
AOZ wurde in rückstandshaltigen Mikrosomen
(nach Extraktion und Ultrafiltration), in Resorbat-
und Perfusatproben des isoliert perfundierten
Darms, in Suspensionen von Darm- und Lebermi-
krosomen, in den Überständen der isolierten Zell-
suspensionen, im rückstandshaltigen Futter (Pellet)
sowie in Plasma, Urin, Organen und Geweben von
Ratten aus dem Fütterungsversuch nachgewiesen.
Aufarbeitung A: Dazu wurden 500   l Probe mit
500   l HCl und 20   l Nitrobenzaldehydlösung ver-
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Abbildung 3.5: Absorptionsspektrum von NBAOZ im
Wellenlängenbereich von 200 bis 400 nm.
mischt und 30 Minuten bzw. 24 Stunden bei 37
 
im Wasserbad in braunen Eppendorfgefäßen deriva-
tisiert. Die zwei unterschiedlich langen Derivatisie-
rungszeiten waren für die Unterscheidung von frei-
em und gebundenem AOZ nötig. Nach der Deriva-
tisierung wurde in zwei Schritten mit 1000   l und
750   l Ethylacetat extrahiert, wobei die Proben nach
Zugabe des Extraktionsmittels 30 Sekunden kräf-
tig geschüttelt und zur Phasentrennung zentrifugiert
wurden (14000g ; 2,5min; 20
 
). Das im Überschuss
zugegebene Derivatisierungsmittel geht wie NBAOZ
von der wässrigen in die organische Ethylacetatphase
über. Jeweils 750   l Ethylacetat wurde abgehoben
und vereinigt. Nach Eindampfen unter Stickstoff bei
40
 
wurde der Trockenrückstand in 600   l Reinst-
wasser gelöst und zweimal mit jeweils 1ml Hexan ge-
reinigt. Dazu wurden die Proben wie oben geschüt-
telt und zentrifugiert, bevor die Hexanphase abge-
hoben und verworfen wurde. Das restliche Hexan
wurde nach dem zweiten Extraktionsschritt unter
Stickstoff bei 40
 
eingedampft. Die wässrigen Pro-
ben wurden mit 300   l Acetonitril vermischt und bei
−24
 
bis zur Analyse aufbewahrt.
Bei einem Probenvolumen von 250   l wurde die
Aufarbeitung mit der Hälfte der Chemikalienmengen
durchgeführt.
Die Proben aus Fütterungsversuchen zur ora-
len Bioverfügbarkeit proteingebundener Rückstände
wurden im Gegensatz zum oben beschriebenen Vor-
gehen für die HPLC-Analyse 4fach aufkonzentriert,
indem ein Teil Probe in 0,25 Teilen Acetonitril/H2O
rekonstituiert wurde und nach Aufarbeitung B ex-
trahiert. Da die Proben bei der oben beschriebenen
Aufarbeitung 1,8fach verdünnt wurden, ergab sich
bei den Proben des Fütterungsversuchs eine Anrei-
cherung um den Faktor 2,2 . Die Proben wurden vor
der Derivatisierung gereinigt und wie folgt aufgear-
beitet:
Aufarbeitung B: 500   l Probe wurde mit 1000   l
Hexan vermischt, 30 Sekunden geschüttelt und bei
14000g , 20
 
2,5min zur Phasentrennung zentri-
fugiert. Anschließend wurde die Hexanphase abge-
hoben und verworfen. Das verbliebene Hexan wur-
de bei 40
 
unter N2 eingedampft. Die gereinig-
ten Proben wurden mit je 20   l Derivatisierungs-
mittel und 500   l Salzsäure versetzt und 30 Mi-
nuten bzw. 24 Stunden (zur Unterscheidung von
freiem und gebundenem AOZ) im Wasserbad bei
37
 
derivatisiert. Anschließend wurde mit 1×900   l
und 2× 500   l Ethylacetat extrahiert, wobei jeweils
500   l Ethylacetat abgehoben und vereinigt wurden.
Nach Eindampfen der Probe wurde der Rückstand
in 150   l Reinstwasser aufgenommen und wie oben
beschrieben mit Hexan gereinigt. Am Ende wurde
die wässrige Phase mit 75   l Acetonitril vermischt
und bei −24
 
bis zur Analyse aufbewahrt.
3.7.2 Analyse
Der Eluent (Reinstwasser/Acetonitril 70:30 v/v)
wurde vor Gebrauch im Ultraschallbad und während
der Messung mit Helium entgast. Die chromatogra-
phische Trennung erfolgte bei 50
 
über eine RP 18-
Säule (125× 4mm bzw. 250× 4mm) mit einer Vor-
säule aus gleichem Material. Die Fließgeschwindig-
keit betrug 1ml/min, der Säulendruck ca. 400 psi
und das Injektionsvolumen 50   l. Die Detektion er-
folgte bei 275 nm.
3.7.3 Auswertung der
Chromatogramme
Für die Quantifizierung von NBAOZ wurden Stan-
dardkurven mit acht Einzelwerten im Bereich von
0,25   mol/l bis 40   mol/l in der jeweiligen Matrix,
für Resorbat und Perfusat in Tyrode, angefertigt. Da
die Proben des In-vivo-Fütterungsversuches wäh-
rend der Aufarbeitung 4fach aufkonzentriert wur-
den, wurden die Standards für diese Proben 4fach
niedriger angesetzt (0,0625   mol/l bis 10   mol/l).
Die Standards wurden wie Proben aufgearbeitet. Pro
Messtag wurde eine Standardreihe gemessen.
Die Eichkurven mit NBAOZ waren linear. Der
Korrelationskoeffizient schwankte in den verschiede-
nen Matrices von 0,968 bis 0,9999 .
3.7.4 Validierung der HPLC-Analytik
für NBAOZ
Identifizierung
Die Identifizierung von NBAOZ erfolgte anhand des
Vergleichs der Retentionszeiten und des Absorp-
tionsspektrums von 200 nm bis 400 nm im Photodi-
odenarraydetektor der jeweiligen Peaks im Vergleich
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zu dem Spektrum des Peaks einer wässrigen deriva-
tisierten Lösung von AOZ.
Spezifität
Abbildung 3.6 bis 3.12 zeigen repräsentative Chro-
matogramme von AOZ in verschiedenen Matrices.
Die Retentionszeit von NBAOZ lag im Durchschnitt
bei 4,4 Minuten bei einer 12,5 cm und bei 7,9 Mi-
nuten bei einer 25 cm langen Säule (Abb. 3.6 – 3.10
12,5 cm, Abb. 3.11, 3.12 25 cm). Der Peak war bei al-
len aufgetragenen Konzentrationen symmetrisch. Er
lag am Anfang des langsam ansteigenden Schenkels
des NBA-Peaks.
Abbildung 3.6 zeigt das Chromatogramm eines
Standards. In Abbildung 3.7 und 3.8 sind Chroma-
togramme einer Darmperfusion mit proteingebunde-
nen Rückständen zu sehen. Es handelt sich um eine
Perfusat- und Resorbatprobe nach 80 Minuten Per-
fusionszeit.
Die Abbildungen 3.9 und 3.10 auf der nächsten
Seite zeigen Chromatogramme der Experimente zum
Metabolismus von AOZ in Entero- und Hepatozy-
ten (Behandlung mit 5 nmol/ml AOZ, Probennahme
nach 30 Minuten Inkubationzeit). Chromatogram-
me der Experimente zum Metabolismus von AOZ an
Darm- und Lebermikrosomen sind nicht dargestellt.
In Abbildung 3.11 auf der nächsten Seite ist ein
Chromatogramm einer Plasmaprobe aus dem Füt-
terungsversuch mit Rückstandsapplikation über das
Futter zu sehen. Abbildung 3.12 auf der nächsten
Seite zeigt das Chromatogramm einer Urinprobe aus
der gleichen Versuchsreihe.
Präzision (Wiederholbarkeit)
Die Präzision der Methode wurde durch wiederhol-
te Aufarbeitung und Analyse von Standardproben
















Abbildung 3.6: Hochdruckflüssigkeitschromatogramm ei-















des Perfusats nach 80 Minuten Perfusionzeit, Darmper-
















des Resorbats nach 80 Minuten Perfusionzeit, Darmper-














Abbildung 3.9: Hochdruckflüssigkeitschromatogramm ei-
ner Enterozytensuspension nach 30 Minuten Inkubation
mit 5   mol/l AOZ
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einer Hepatozytensuspension nach 30 Minuten Inkuba-















einer Plasmaprobe vom Fütterungsversuch mit Rück-
















einer Urinprobe vom Fütterungsversuch mit Rückstand-
sapplikation über das Futter, Derivatisierungsdauer:
30 Minuten
Stabilität des Analyten
Die Stabilität des Analyten wurde durch wie-
derholte Aufarbeitung und Analyse von AOZ-
Standardproben während eines Zeitraums von 69 Ta-
gen überprüft. Tabelle 3.2 fasst die Ergebnisse zu-
sammen. Die Lagerung in diesem Zeitraum hatte
keinen Einfluss auf die Konzentration des Analyten.
Sie erfolgte bei −70
 
. Proben wurden maximal eine
Woche bis zur Aufarbeitung und Analyse gelagert.
Linearität
Zum Nachweis der Linearität wurden zwölf nach
dem Zufallsprinzip ausgewählte Standardkurven mit
je acht Einzelwerten im Bereich von 0,25   mol/l bis
40   mol/l ausgewertet. Der Anstieg der NBAOZ-
Peakfläche war in diesem Konzentrationsbereich
linear. Der Korrelationskoeffizient betrug 0,99987
(n = 29). Zur Veranschaulichung ist in Abbil-
dung 3.13 auf der nächsten Seite eine repräsentative
NBAOZ-Eichkurve dargestellt.
Empfindlichkeit
Als Nachweisgrenze wurde die Konzentration fest-
gelegt, deren HPLC-Signal den Mittelwert des Ba-
sisrauschens um das Dreifache seiner Standardab-
weichung übertraf. Als Bestimmungsgrenze wurde
Tabelle 3.1: Wiederholbarkeit der NBAOZ-Bestimmung
eingewogene gemessene Konzentration
Konzentration MW± SD VK[%]
0,25   mol/l 0,20± 0,006 3,11
0,5   mol/l 0,45± 0,017 3,69
5   mol/l 4,88± 0,030 0,62
40   mol/l 40,3± 0,31 0,77
Gemessene Konzentration [   mol/l] verschiedener AOZ-
Standardlösungen, von denen je 6 Aliquote in einem Ar-
beitsgang aufgearbeitet wurden, n = 6
Tabelle 3.2: NBAOZ-Konzentration nach unterschiedlich
langer Lagerung von wässrigen AOZ-Standardlösungen
Lager- NBAOZ [   mol/l ]
zeit [d] 0,25   M 0,5   M 5   M 40   M
1 0,22 0,45 4,91 38,6
35 0,18 0,44 4,87 40,1
48 0,19 0,45 4,81 39,2
60 0,17 0,42 4,96 40,1
69 0,20 0,46 4,64 40,4
MW 0,19 0,44 4,84 39,7
SD 0,020 0,015 0,123 0,767
VK [%] 10,7 3,32 2,53 1,93
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Abbildung 3.13: Standardkurve von NBAOZ in Tyrode-
lösung
der Mittelwert des Basisrauschens zuzüglich seiner
10fachen Standardabweichung festgesetzt (Bioequi-
valence Guideline 1996).
Die Bestimmungsgrenze lag bei 3761   V · s. Das
entspricht einer NBAOZ-Konzentration in den Pro-
ben von 0,18   mol/l bei Aufarbeitung A bzw.
0,044   mol/l bei Aufarbeitung B. Die Nachweisgren-
ze betrug 1128   V · s. Das sind 0,053   mol/l NBAOZ
bei Aufarbeitung A bzw. 0,013   mol/l bei Aufarbei-
tung B. Bei 0,25   mol/l NBAOZ (Aufarbeitung A)
betrug der Variationskoeffizient 3,11% (n = 6), und
lag damit unter den von der Bioequivalence Guide-
line (1996) maximal zulässigen Schwankungen von






Zur Kontrolle der metabolischen Aktivität der ver-
wendeten Mikrosomen wurde der Metabolismus von
Furazolidon in Rattenlebermikrosomen untersucht.
Die Furazolidonkonzentration betrug 80   mol/l. Vor
und unmittelbar nach der Behandlung sowie nach 5,
15 und 30 Minuten Inkubation wurden je 400   l Mi-
krosomensuspension aus den Reaktionsansätzen ent-







mischt, um den weiteren Abbau des Furazolidons zu
stoppen (siehe 3.4.4 auf Seite 24).
Die gekühlten Proben (4
 
) wurden mit 5 nmol
Nitrofurazon (Strukturformel siehe Abb. 3.14) als
internem Standard versetzt, anschließend 30 Sekun-
den geschüttelt und zur Phasentrennung bei 14000g ,
20
 
2,5 Minuten zentrifugiert, bevor 800   l der
Ethylacetatfraktion abgehoben wurden. Die Extrak-
tion wurde noch einmal wiederholt, die Ethylacetat-
phasen vereinigt und in der Vakuumzentrifuge einge-
dampft. Der Rückstand wurde in 400   l Eluent auf-
genommen und mindestens 24 Stunden bei 4
 
ge-
lagert, um die vollständige Lösung des Rückstands
sicherzustellen.
3.8.2 Analyse
Als mobile Phase diente 0,06mol/l Natriumacetat
pH 4,9/Acetonitril (79:21 v/v). Der Eluent wurde
sterilfiltriert und vor Gebrauch im Ultraschallbad
und während der Messung mit Helium entgast. Die
chromatographische Trennung erfolgte bei 50
 
über
eine RP 18-Säule (125× 4mm) mit einer Vorsäu-
le aus gleichem Material. Die Fließgeschwindigkeit
betrug 1ml/min , der Säulendruck ca. 800 psi und
das Injektionsvolumen 50   l. Die Detektion erfolg-
te im Absorptionsmaximum des Nitrofuranrings bei
360 nm (siehe Abb. 3.15 auf der nächsten Seite).
3.8.3 Auswertung der
Chromatogramme
Furazolidon wurde nach dem Verfahren der internen
Standardisierung quantifiziert. Als interner Stan-
dard IS diente Nitrofurazon, das vor der Aufar-
beitung jeder Probe zugesetzt wurde (siehe 3.8.1).
Die Peakfläche des internen Standards spiegelt die
arbeitstechnisch unvermeidbaren Schwankungen der
Probenaufarbeitung wider. Unter der Annahme,
dass sich methodische Schwankungen gleichermaßen
auf den internen Standard wie auf den Analyten aus-
wirken, kann die Konzentration des Analyten be-
rechnet werden. Die Steigung der Eichkurvem erhält
man, wenn man die Konzentration C des Analyten
A gegen den Flächenquotienten aus Analyt AA und
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Abbildung 3.15: Absorptionsspektrum von Furazolidon
im Wellenlängenbereich von 250 bis 400 nm.











Dividiert man den Flächenquotienten der Probe





als Konzentration des Analyten A in der Probe.
Die Standardkurve bestand aus acht Einzelwerten
von 1   mol/l bis 120   mol/l. Die Standardlösungen
wurden mit Lebermikrosomen im gleichen Verhält-
nis wie bei Inkubationsansätzen vermischt und sofort
aufgearbeitet. Standards wurden wie Proben aufge-
arbeitet. Pro Messtag wurden mindestens acht Stan-
dards injiziert.
3.8.4 Validierung der HPLC-Analytik
von Furazolidon
Identifizierung
Die Identifizierung von FZD erfolgte anhand des Ver-
gleichs der Retentionszeiten und des Absorptions-
spektrums von 200 nm bis 400 nm im Photodioden-
arraydetektor der jeweiligen Peaks im Vergleich zu
dem Spektrum des Peaks einer wässrigen Lösung von
FZD.
Spezifität
Die Retentionszeiten von Nitrofurazon und Furazoli-
don betrugen durchschnittlich 2,9 und 4,3 Minuten.
Die Peaks waren bei allen Konzentrationen basis-
liniengetrennt, symmetrisch und nicht von fremden
Peaks überlagert.
Die Wiederfindung von Furazolidon betrug bei
1   mol/l FZD 92,7%, bei 20   mol/l FZD 89,3% und































einer Lebermikrosomenprobe nach 15 Minuten Inkuba-
tion mit 80   mol/l Furazolidon
Abbildung 3.16 stellt ein Chromatogramm eines
Standards dar. Abbildung 3.17 zeigt ein Chromato-
gramm von Rattenlebermikrosomen, die 15 Minuten
mit Furazolidon inkubiert worden waren.
Präzision (Wiederholbarkeit)
Die Wiederholbarkeit der Methode wurden durch
wiederholte Aufarbeitung und Analyse von Stan-
dardlösungen überprüft. Tabelle 3.3 faßt die Ergeb-
nisse zusammen.
Tabelle 3.3: Wiederholbarkeit der Furazolidonbestim-
mung
eingewogene gemessene Konzentration
Konzentration MW± SD VK[%]
1   mol/l 0,96± 0,007 0,77
20   mol/l 18,8± 0,17 0,90
120   mol/l 116,9± 7,21 6,16
Gemessene Konzentration [   mol/l] von verschiedenen
Furazolidonstandards, die jeweils sechsmal in einem Ar-
beitsgang aufgearbeitet wurden, n = 6
31
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Stabilität des Analyten
Die Stabilität des Analyten wurde durch wiederhol-
te Aufarbeitung und Analyse der Furazolidonproben
in einem Zeitraum von sechs Tagen überprüft. Ta-
belle 3.4 fasst die Ergebnisse zusammen. Die Lage-
rung in diesem Zeitraum hatte keinen Einfluss auf
die Konzentrationen des Analyten. Sie erfolgte bei
−24
 
. Proben wurden immer am Versuchstag auf-
gearbeitet.
Linearität
Zum Nachweis der Linearität wurden zwölf nach
dem Zufallsprinzip ausgewählte Standardkurven mit
je acht Einzelwerten im Bereich von 1   mol/l bis
120   mol/l ausgewertet. Die Peakflächen von Fura-
zolidon verhielten sich linear zur Furazolidonkonzen-
tration. Dementsprechend waren auch die Quotien-
ten aus den Peakflächen von Furazolidon und inter-
nem Standard linear zur Furazolidonkonzentration
(Tabelle 3.5).
Empfindlichkeit
Die Bestimmungsgrenze lag bei 2170   V · s, das
entspricht einer Furazolidonkonzentration von
0,1   mol/l. Bei 1   mol/l Furazolidon betrug der
Variationskoeffizient 0,77 (n = 6), und lag damit
unter den von der Bioequivalence Guideline (1996)
angegebenen Maximalwert von 10% (siehe Tab. 3.3
auf der vorherigen Seite). Die Nachweisgrenze
betrug 651   V · s, was 0,03   mol/l Furazolidon
entsprach.
Tabelle 3.4: Fläche des Furazolidonpeaks nach un-
terschiedlich langen Lagerzeiten von Standardlösungen
(Stammlösung verdünnt mit Mikrosomensuspension)
Lager FZD [   V · s]
zeit [d] 1   M 20   M 120   M
1 27481 583834 3225000
2 30983 582827 3018050
3 26450 581048 3192780
4 23407 583056 3214848
5 21928 581609 2957147
6 21156 587107 2957513
MW 25234 581580 3094223
SD 3754 2413 130114





0,1mol/l KH2PO4/K2HPO4; pH 7,4
Proteingebundene Furazolidonrückstände wurden
nach Extraktion der freien Muttersubstanz und un-
gebundener Metabolite im mikrosomalen Pellet und
im Ultrafiltrat gemessen.
Das Pellet eines Inkubationsansatzes (siehe 3.2.3
auf Seite 18) wurde in 200   l Kaliumphosphatpuffer
resuspendiert, davon wurden 100   l mit 5ml Szintil-
lationsflüssigkeit vermischt, kräftig geschüttelt und
am folgenden Tag zur Radioaktivitätsmessung einge-
setzt. Ultrafiltrat wurde direkt mit Szintillationsflüs-
sigkeit gemischt. Das restliche Probenvolumen wur-
de zur Proteinbestimmung verwendet.
3.9.2 Aktivitätsmessung, Berechnung
der Rückstandsmenge
Zur Bestimmung des Quenchings1 der Proben wurde
das 14C-Standardpräparat mit 5ml Szintillator ver-
mischt. Der Quenchfaktor η ist der Quotient aus der
Impulsrate NRef vermindert um die Hintergrundak-





Der Quenchfaktor betrug η = 0,918. Die Aktivität A
der Proben berechnete sich daher aus der Zählrate
1Quenching ist der innere strahlungslose Übergang vom an-
geregten Zustand in den Grundzustand. Daraus resultiert
eine geringere Zählrate, die durch den Quenchfaktor kor-
rigiert wird.
Tabelle 3.5: Quotienten der Peakflächen von Furazolidon
und internem Standard in Furazolidoneichkurven
FZD-Konz. Eichkurve
[   mol/l] Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4
1 0,087 0,079 0,072 0,064
5 0,40 0,41 0,41 0,40
10 0,85 0,84 0,83 0,82
20 1,66 1,65 1,68 1,64
40 3,38 3,26 3,41 3,40
80 6,86 6,64 6,86 6,06
120 10,9 11,0 11,7 11,0
MW 0,0890 0,0883 0,0931 0,0866









Setzt man diese Aktivität zur spezifischen Aktivi-
tät Aspez = A/n = 0,6693 nCi/nmol Furazolidon ins









Aus den oben angegebenen Zahlenwerten ergibt sich
n[nmol] = 0,6180 · 10−3 (N −NH)min
−1 (3.14)
für die Umrechnung der Zählrate in die Stoffmenge
der Furazolidonäquivalente.
Empfindlichkeit
Bestimmt man die Empfindlichkeit der 14C-
Flüssigszintillationsmessung wie in Abschnitt 3.7.4
auf Seite 29 beschrieben, so lag die Bestimmungs-
grenze bei 49,9 cpm, was 0,31   mol Furazolidon-
äquivalente/l entsprach. Die Nachweisgrenze betrug
15,0 cpm, was 0,092   mol Furazolidonäquivalente/l
entsprach.
In Anlehnung an Vilim (1990) wurden in der vor-
liegenden Arbeit die proteingebundenen Rückstände
als nicht extrahierbare Radioaktivität definiert. Die
Rückstände wurden als Furazolidonäquivalente be-
zeichnet, um auf strukturelle Unterschiede zur Mut-






In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktionalität
und Vitalität des isoliert perfundierten Darms nach
der Behandlung mit AOZ und proteingebundenen
Rückständen mit Kontrollen verglichen. Bei isolier-
ten Zellen wurden die Vitalität und der Metabolis-
mus nach Behandlung mit AOZ, bei isolierten Zell-
organellen der Metabolismus nach AOZ- bzw. Fu-
razolidonbehandlung mit unbehandelten Kontrollen
verglichen.
Für die tabellarische und graphische Darstellung
der Versuchsergebnisse wurden das arithmetische
Mittel der Einzelmesswerte und die Standardabwei-
chung berechnet.
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit-
tels U-Test (Rangsummentest) auf Signifikanz ge-
prüft. Die Irrtumswahrscheinlichkeit betrug 5% (p <
0,05).
Das parameterfreie Testverfahren wurde ausge-
wählt, da nicht angenommen werden konnte, dass
das vorliegende Datenmaterial einer Normalvertei-
lung (Gauß-Verteilung) folgt (Lozán 1992).
3.11 Chemikalien
Abkürzungen für Hersteller und Lieferanten




Roth Carl Roth, Karlsruhe
Hoechst Hoechst, Frankfurt
medac medac GmbH, Hamburg
Merck Merck, Darmstadt
Parke Davis Parke Davis, Berlin
Sigma Sigma-Aldrich Chemie, Diesenhofen
Smith Kline Beecham Smith Kline Beecham, West
Chester, U. S.A.




3-Amino-2-oxazolidinon: zur Verfügung gestellt











Ethanol > 99,8%, p.a.: Roth







Aktivität 109,9 kBq/mg, radiochemische
Reinheit > 98%, Smith Kline Beecham
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3. Material und Methoden
14C-Furazolidon, seitenkettenmarkiert: spezifische
Aktivität 110,3 kBq/mg, radiochemische










































Pronase E, 4U/mg: Sigma
2-Propanol, p.a.: Merck
Saccharose: Merck
Salzsäure, 32%, p.a.: Merck
Stickstoff: AGA















































Potter, Homogenisatorgefäß (30ml), Teflonkolben:
Braun, Melsungen
PVC-Schlauch; 1,0× 1,7mm:








Beckman, Fullerton, U. S.A.
Tischzentrifuge:
Gerätebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf
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3.12. Geräte und Materialien
Trockenschrank:





Ultraschallbad Sonorex Super 10P:
Bandelin, Berlin
Ultraschallstab Bandelin HD70, UW70:
Bandelin, Berlin
Ultra-Turrax T 25:
Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,
IKA Labortecknik, Staufen i. Br.
Ultrazentrifuge XL 70, Festwinkelrotor Ti 50.2:
Beckman, Fullerton, U. S.A.
Vakuumfiltrationsgefäß aus Glas GV 050/3:
Schleicher & Schnell GmbH, Dassel
Vakuumpumpe Laboport N86 KN18:
KNF Neuberger GmbH, Freiburg
Vakuumzentrifuge (RVT4104, VN100, RC110B):
Savant Instruments Inc., Farmingdale, N.Y.,
U. S.A.
Vortex Genie 2 tm G560E:
Scientific Industries Inc., New York, U. S.A.
Wasserbad Lauda M12:



























RP-18 (5   m), Merck, Darmstadt;
Kromasil C18 (5   m), 250× 4mm,














(5   m), Merck, Darmstadt;
Kromasil C18, 5   m, 10× 4mm,






4.1.1 Rückstandsnachweis mit ring-
und seitenkettenmarkiertem
14C-Furazolidon
In tierischen Zellen wird Furazolidon enzymatisch
an der 5-Nitrogruppe des Furanrings reduziert. Die-
se Reaktion ist Voraussetzung für die Bindung des
Furazolidons an Makromoleküle (DNA und Protei-
ne) (Cohen 1978; Peterson et al. 1979), die mit-
tels Flüssigszintillationsspektrometrie nachgewiesen
werden kann. Dazu wird sowohl ring- als auch seiten-
kettenmarkiertes 14C-Furazolidon verwendet. Vom
Syntheselabor waren für die zur Verfügung gestellten
verschiedenen radioaktiv markierten FZD-Moleküle
außer zur Positionierung von 14C in Ring oder
Seitenkette keine weitergehenden Strukturanalysen
durchgeführt worden, um ihre Identität nach der
Markierung zu belegen. Daher wurde untersucht, ob
unter identischen Versuchsbedingungen gleiche Men-
gen Rückstände aus seitenketten- bzw. ringmarkier-
tem Furazolidon entstehen. Dadurch sollte weiterhin
festgestellt werden, ob die unterschiedlichen Positio-
nen des Isotops im FZD-Molekül einen Einfluss auf
die Bildung gebundener Rückstände ausüben.
Rattenlebermikrosomen wurden sowohl mit ring-
als auch mit seitenkettenmarkiertem 14C-Furazoli-
don (40   mol/l) inkubiert (siehe 3.2.3 auf Seite 18).
In einem dritten Ansatz wurde ein Gemisch aus ring-
und seitenkettenmarkiertem Furazolidon eingesetzt
(je 20   mol/l). Als Kontrollen dienten Ansätze mit
Lösungsmittel ohne Furazolidon. Die Ergebnisse sind
Tabelle 4.1: Quantifizierung proteingebundener Furazo-
lidonrückstände durch Flüssigszintillationsspektrometrie
von 14C in Mikrosomen. Inkubation mit 40   mol/l ring-
bzw. seitenkettenmarkiertem Furazolidon. MW ± SD;
n = 3
FZD-Rückstände nmol 14C pro mg
gemessen als Protein
14C im Ring 3,37 ± 0,53
14C in der S-Kette 3,15 ± 0,71
14C in Ring + S-Kette 2,95 ± 0,46
Kontrolle 0,02 ± 0,01
in Tabelle 4.1 dargestellt.
In den drei Versuchsansätzen mit radioaktivem
Furazolidon war die Rückstandsbildung gleich hoch.
Die Ergebnisse belegen, dass die verwendeten 14C-
markierten Moleküle Rückstände bilden konnten,
die sowohl Bestandteile des Furanrings als auch der
Seitenkette von FZD enthielten. Die vergleichbaren
Rückstandsmessungen sind ein weiterer Hinweis da-
rauf, dass die verwendeten Testsubstanzen eine glei-
che Struktur besitzen und dass die Position des 14C-







Da der Rückstandsnachweis mittels HPLC spezifi-
scher ist als die Messung eines Radioisotops, wur-
den zwei Methoden zur Quantifizierung von pro-
teingebundenen Furazolidonrückständen verglichen.
Unmarkierte proteingebundene Rückstände wurden
wie bei Horne et al. (1996) beschrieben chromato-
graphisch nach Freisetzung und Derivatisierung der
Seitenkette des Furazolidons bestimmt. Die radio-
aktiv markierten Rückstände wurden in Anlehnung
an Kluge (1997) mittels Flüssigszintillationsspek-
trometrie von 14C gemessen.
Die proteingebundenen Rückstände wurden wie in
Abschnitt 3.2.3 auf Seite 18 beschrieben hergestellt
und anschließend in vitro verdaut (siehe 3.2.4 auf
Seite 18). Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4.2.
Mittels HPLC wurden durchschnittlich 95% der
radioaktiv detektierbaren Rückstände gemessen. Es
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen mar-
kierten (n = 3) und unmarkierten (n = 17) Furazo-
Tabelle 4.2: Quantifizierung von proteingebundenen Fu-
razolidonrückständen durch Flüssigszintillationsspektro-
metrie von 14C bzw. durch HPLC-Analyse von NBAOZ.
Inkubation mit 160   mol/l Furazolidon. MW ± SD; 14C
n = 3, NBAOZ n = 17
FZD-Rückstände FZD-Rückstände [nmol] pro





lidonrückständen, obwohl die Proben aus zwei Ver-
suchsreihen mit zwei Furazolidonchargen (radioaktiv
markiertes und unmarkiertes FZD) stammten und
zu unterschiedlichen Zeiten gemessen wurden.






Das Derivatisierungsprodukt der freien Seitenkette
von Furazolidon, (NBAOZ), wurde in den folgen-
den Versuchen zur Quantifizierung der gebundenen
Rückstände gemessen. Um zwischen der proteinge-
bundenen und der freien Seitenkette (AOZ) unter-
scheiden zu können, wurde eine Modifikation der
Probenaufarbeitung aufgrund folgender Überlegun-
gen vorgenommen:
Bei der reduktiven Biotransformation von Furazo-
lidon entstehen reaktive Intermediate, die mit dem
Furanring an Gewebsproteine binden. Die Seiten-
kette des Furazolidons, das 3-Amino-2-oxazolidinon
(AOZ), die über eine Azomethinbindung mit dem
Furanring verbunden ist, bleibt dabei unverändert
(siehe 4.1.1 auf der vorherigen Seite). Paul et al.
(1960a) beschrieben, dass die Azomethinbindung in
verdünnter Salzsäure hydrolytisch gespalten wird.
Das bedeutet, dass AOZ gleichermaßen aus Furazo-
lidon und Furazolidonrückständen säurehydrolytisch
freigesetzt werden kann (siehe Abb. 4.1).
Es wurde vermutet, dass AOZ auch durch Ver-
dauungsprozesse aus proteingebundenen Rückstän-
den freigesetzt werden könnte. Da in der vorliegen-
den Arbeit mit verdautem rückstandshaltigen Pro-
tein gearbeitet wurde, war es erforderlich, freies AOZ
von proteingebundenem zu unterscheiden. Da jedoch
der Nachweis von AOZ eine Derivatisierung im sau-
ren Milieu erfordert, war prinzipiell nicht zu erken-
nen, ob das Derivatisierungsprodukt NBAOZ aus der
Reaktion des freien AOZ oder des im gebundenen
Rückstand enthaltenen AOZ stammte.
Arbeitshypothese
Die Vermutung, dass die hydrolytische Spaltung
der Azomethinbindung, langsamer verläuft als die
Derivatisierungsreaktion zwischen AOZ und 2-
Nitrobenzaldehyd, führte zu einer einfachen Metho-
de, ungebundenes AOZ von AOZ aus Rückständen
zu unterscheiden.
Ergebnisse
Abbildung 4.2 auf der nächsten Seite zeigt den zeit-




















































Abbildung 4.1: Freisetzung von AOZ aus Furazolidon
und proteingebundenen Rückständen durch Säurehy-
drolyse der Azomethinbindung und Derivatisierung von
AOZ zu NBAOZ
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Abbildung 4.2: Derivatisierung von Furazolidon unter
sauren Bedingungen über einen Zeitraum von 10 Minu-
ten bis 24 Stunden. Die Abbildung zeigt die abnehmen-
de Konzentration an Furazolidon und die ansteigende
Konzentration an NBAOZ in Abhängigkeit von der
Derivatisierungsdauer. 5   mol/l Furazolidon wurden mit
NBA im sauren Milieu bei 37
 
derivatisiert. FZD- und
NBAOZ wurden nach 10min und 30min sowie nach 1 h,
2 h, 4 h und 24 h bestimmt. MW± SD, n = 4
Derivatisierung von reinem Furazolidon. Furazolidon
wurde unter den gleichen Bedingungen wie reines
AOZ (siehe 3.7.1 auf Seite 26) derivatisiert. In der
Abbildung sieht man, dass Furazolidon in dem Maße
aus dem Reaktionsansatz verschwand, wie NBAOZ
gebildet wurde. Nach 24 Stunden war Furazolidon
vollständig eliminiert, während im gleichen Zeitraum
die NBAOZ-Konzentration annähernd 5   mol/l er-
reicht hatte. Daraus lässt sich ableiten, dass die Sei-
tenkette vollständig freigesetzt worden war.
In Abbildung 4.3 sind die Ergebnisse der 24-
stündigen Derivatisierung von freiem AOZ und
proteingebundenen Furazolidonrückständen darge-
stellt. Freies AOZ wurde innerhalb von 30 Minuten
vollständig zu NBAOZ derivatisiert. Anschließend
kam es zu keiner weiteren Zunahme der NBAOZ-
Konzentration. Hingegen dauerte in Rückstands-
fraktionen nach der schnellen initialen Derivatisie-
rung des freien AOZ-Anteils die vollständige säure-
hydrolytische Freisetzung von AOZ aus proteinge-
bundenen Furazolidonrückständen wie beim Furazo-
lidonmolekül deutlich länger, etwa 24 Stunden (sie-
he Abb. 4.2). Es wird deutlich, dass die Bildung von
NBAOZ aus freiem AOZ wesentlich schneller ver-



















Abbildung 4.3: Derivatisierung von reinem AOZ und pro-
teingebundenen Furazolidonrückständen über einen Zeit-
raum von 10 Minuten bis 24 Stunden. zeigt NBAOZ,
das durch Derivatisierung aus freiem AOZ (5   mol/l) ge-
bildet wird. repräsentiert die NBAOZ-Bildung bei De-
rivatisierung des Ultrafiltrats von verdauten proteinge-
bundenen Furazolidonrückständen. Es wurde diejenige
Rückstandskonzentration gewählt, die nach 30 Minuten
Derivatisierung des Ultrafiltrats 5   mol/l NBAOZ gebil-
det hatte. MW± SD, n = 4
Zweipunktmessung mit Differenzbildung
Zur Quantifizierung proteingebundener Furazolidon-
rückstände wurden die Proben sowohl 30 Minuten
als auch 24 Stunden derivatisiert. Die innerhalb von
30 Minuten gebildete Menge NBAOZ C30 min wurde
im Wesentlichen aus freiem AOZ gebildet, was aus
der lediglich geringen Abnahme an Furazolidon er-
sichtlich ist. Die 24-stündige Derivatisierung liefert
die Gesamtrückstandsmenge C24 h. Unter Vernach-
lässigung des innerhalb von 30 Minuten aus Rück-
ständen gebildeten NBAOZ kann die Konzentration
der gebundenen Rückstände daher aus der Differenz
C24 h und C30 min ermittelt werden:
Cgeb = C24 h − C30 min . (4.1)
Die so ermittelte Konzentration an gebundenen
Rückständen wird zu niedrig sein, während die Kon-




Berechnung des Gehaltes an freiem AOZ und
proteingebundenem Furazolidonrückstand:
Mehrpunktmessung mit kinetischer Analyse
Unter Berücksichtigung der Kinetik der Freisetzung
der Rückstände und der Derivatisierungsreaktion
von AOZ lässt sich das Verhältnis von gebundenen
zu ungebundenen Rückständen genauer als mit Glei-
chung (4.1) auf der vorherigen Seite bestimmen.
Wie oben bereits beschrieben, basiert der Nach-
weis von proteingebundenen Furazolidonrückstän-
den auf zwei Teilreaktionen. In der ersten wird der
proteingebundene Furazolidonrückstand, hier durch
Furazolidon dargestellt, säurehydrolytisch in AOZ






AOZ + 2-Nitrofuraldehyd (4.2)
gespalten. In der zweiten Teilreaktion wird NBAOZ
aus dem freigesetzten AOZ und dem im Überschuss







gebildet. Diese Reaktion erfolgt ebenfalls im sauren
Millieu.
Die Reaktionsgeschwindigkeit1 der ersten Teilre-
aktion ist die Zerfallsgeschwindigkeit der Azome-
thinbindung im proteingebundenen Rückstand bzw.
Furazolidon. Unter der Annahme, dass es sich um
eine Reaktion erster Ordnung handelt, lässt sich die
Änderung der Konzentration des proteingebundenen
Rückstands bzw. Furazolidons als
dCR(t)
dt
= −k1 · CR(t) (4.4)
schreiben. Dabei sind CR(t) die Konzentration des
proteingebundenen Rückstands bzw. Furazolidons in
Abhängigkeit von der Reaktionszeit t und k1 die Ge-
schwindigkeitskonstante der ersten Teilreaktion.
AOZ ist Reaktionsprodukt der ersten Teilreak-
tion und Reaktant der Zweiten. Daher erhöht die
erste Reaktion die AOZ-Konzentration, wohingegen
die zweite sie verringert. Da NBA im Überschuss
vorliegt, bleibt seine Konzentration nahezu kon-
stant. Das heißt, dass der zeitliche Verlauf der Ge-
schwindigkeit der zweiten Reaktion durch die AOZ-
Konzentration CA bestimmt wird. Nimmt man wie-




= k1 · CR(t)− k2 · CA(t) (4.5)
1Die Reaktionsgeschwindigkeit ist als Änderung der Kon-
zentration eines Reaktanten oder Produktes je Zeiteinheit
d. h. als Quotient aus Konzentrationsänderung und Reak-
tionszeit definiert.
als Bilanzgleichung für die AOZ-Konzentration. Da-
bei bezeichnet k2 die Geschwindigkeitskonstante der
zweiten Teilreaktion.
NBAOZ entsteht in dem Maße, wie AOZ mit dem
im Überschuss zugegebenen NBA reagiert. Daher
ändert sich die NBAOZ-Konzentration CN gemäß
dCN(t)
dt
= k2 · CA(t) . (4.6)
Die Gleichungen (4.4)–(4.6) sind ein gewöhn-
liches Differentialgleichungssystem erster Ordnung
mit konstanten Koeffizienten und haben daher Lö-
sungen in Form von Exponentialfunktionen (Wu-
ßing 1986).
Zur Lösung benötigt man die drei Anfangskonzen-
trationen zur Zeit t = 0, unmittelbar vor der Deri-
vatisierung. Die Konzentration der zu bestimmen-
den proteingebundenen Rückstände bzw. des Fura-
zolidons sowie des freien AOZ in den Proben ist un-
bekannt und wird mit C0R für die proteingebundenen
Rückstände bzw. Furazolidon und mit C0A für AOZ
bezeichnet. Die Anfangskonzentration des NBAOZ
C0N ist null.
Die Gleichung (4.4) bestimmt unabhängig von CN
und CA den zeitlichen Verlauf der Konzentration CR.
Für Differentialgleichungen dieses wie auch der ande-
ren hier vorkommenden Typen findet man geschlos-
sene Lösungen in Wußing (1986). Mit den oben ge-




Diesen Term setzt man in Gleichung (4.5) ein. Die
Lösung von Gleichung (4.5) erhält man, indem man
zunächst die homogene Gleichung allgemein löst und
durch Variation der Koeffizienten eine spezielle in-
homogene Lösung bestimmt (Wußing 1986). Die
Summe beider ergibt die allgemeine Lösung von
Gleichung (4.5). Die Integrationskonstante wird so
bestimmt, dass die Anfangsbedingung CA(0) = C
0
A










für die AOZ-Konzentration. Dieses lässt sich wieder-
um in Gleichung (4.6) einsetzen. Man erhält durch
















Diese Gleichung beschreibt den messbaren zeitlichen
Verlauf der NBAOZ-Konzentration in Abhängigkeit






















Abbildung 4.4: Vergleich der als Anpassung berechneten
Kurve CR(t) (Gleichung (4.4) auf der vorherigen Seite)
mit den experimentellen Daten aus Abb. 4.2 auf Seite 39.
Die durchgezogene Linie zeigt CR(t) für k1 = 0,0090 und
C0R = 3,96. repräsentiert die experimentellen Daten
der Derivatisierung von Furazolidon (eingesetzte Kon-
zentration 5   mol/l) über einen Zeitraum von 10 Minu-
ten bis 24 Stunden. MW± SD, n = 4
Geschwindigkeitskonstanten k1 und k2. Diese Para-
meter können durch Anpassung an die experimen-
tellen Daten bestimmt werden.
Jede Geschwindigkeitskonstante muss experimen-
tell ermittelt werden (Brown und LeMay 1988).
Die Geschwindigkeitskonstante der ersten Teilreak-
tion k1 wurde durch nichtlineare Anpassung der
Gleichung (4.4) auf der vorherigen Seite an die Da-
ten des oben beschriebenen Experiments zur De-
rivatisierung von Furazolidon unter sauren Bedin-
gungen über einen Zeitraum von 10 Minuten bis
24 Stunden (Abb. 4.2) bestimmt. Die Anpassung er-
folgte nach der Methode der kleinsten Quadrate mit
dem Datenvisualisierungsprogramm gnuplot (siehe
www.gnuplot.org). Die Anfangskonzentration von
Furazolidon betrug 5   mol/l, die Geschwindigkeits-
konstante k1 = 0,00902± 0,000208min
−1 (MW ±
SD, n = 4). Das entspricht einer Halbwertszeit
t 1
2
,1 = − ln(0,5)/k1 = 76,9min. Die Ergebnisse der
Anpassung zeigt Abbildung 4.4. Es ist ersichtlich,
dass die Annahme eines Geschwindigkeitsgesetzes
erster Ordnung für die erste Teilreaktion gerechtfer-
tigt ist.
Die Geschwindigkeitskonstante k2 wurde im
gleichen Experiment bestimmt, da die AOZ-
Ausgangskonzentration C0A aufgrund der Derivati-




















Abbildung 4.5: Vergleich der als Anpassung berechneten
Kurve CN(t) (Gleichung (4.6) auf der vorherigen Seite)
mit den experimentellen Daten. Die durchgezogene Li-
nie zeigt CN(t) für k1 = 0,0090, k2 = 0,378, C
0
R = 4,92
und C0A = 0,0. repräsentiert die experimentellen Da-
ten der Entstehung von NBAOZ aus Furazolidon (einge-
setzte Konzentration 5   mol/l) aus Abb. 4.2 auf Seite 39
über einen Zeitraum von 10 Minuten bis 24 Stunden.
MW± SD, n = 4
kannt war. k2 wurde aus Gleichung (4.6) auf der
vorherigen Seite mittels nichtlinearer Regression be-
stimmt und betrug 0,378± 0,0694min−1, was einer
Halbwertszeit für die Derivatisierungsreaktion von
t 1
2
,2 = 1,83min entspricht. Die Ergebnisse der An-
passung zeigt Abbildung 4.5. Auch für die zweite
Teilreaktion bestätigte sich die Annahme des Ge-
schwindigkeitsgesetzes erster Ordnung.
Der Vergleich der Halbwertszeiten zeigt, dass die
Derivatisierung von AOZ wesentlich schneller als
seine Freisetzung verläuft. Die Derivatisierungszeit-
punkte für die oben beschriebene Bestimmung des
Gehaltes an freiem AOZ und proteingebundenen Fu-
razolidonrückständen durch Zweipunktmessung mit
Differenzbildung sind mit 30 Minuten und 24 Stun-
den geeignet gewählt, da sie jeweils ein Mehrfaches
der Halbwertszeit betragen und die 30-minütige De-
rivatisierung deutlich vor t 1
2
,1 = 76,9min liegt.
Durch Messung der NBAOZ-Konzentration in
Abhängigkeit von der Zeit lassen sich nach Glei-
chung (4.9) auf der vorherigen Seite die Geschwin-
digkeitskonstanten k1, k2 und die Konzentrationen
C0R, C
0
A durch nichtlineare Anpassung bestimmen.
Da die Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion im
Gegensatz zur Reaktionsgeschwindigkeit nicht ab-
hängig von der Konzentration der Reaktanten ist,
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sollten k1 und k2 für alle Versuche gleich sein. Vor-
aussetzung dafür ist, dass alle Versuche unter ge-
nau gleichen Bedingungen ablaufen (Temperatur,
Anwesenheit eines Katalysators) (Brown und Le-
May 1988). Bei der Auswertung der in Abbil-
dung 4.3 auf Seite 39 vorgestellten Experimente (De-
rivatisierung von proteingebundenen Furazolidon-
rückständen über einen Zeitraum von 10 Minuten
bis 24 Stunden) zeigte sich jedoch, dass k1 relativ
stark schwankte, während k2 in allen Experimen-
ten mit dem oben ermittelten Wert übereinstimm-
te. Deshalb wurden sowohl die Konzentrationen C0R
und C0A als auch k1 an den experimentell gemessenen
NBAOZ-Konzentrationsverlauf eines jeden Einzelex-
periments entsprechend Gleichung (4.9) auf Seite 40
angepasst. Für k2 wurde der nach Gleichung (4.6)
auf Seite 40 bestimmte Wert verwendet. Tabelle 4.3
zeigt die Anpassungsergebnisse.
Kinetisch korrigierte Zweipunktmessung
Der Vergleich der durch beide Verfahren ermittelten
Gesamtkonzentration gebundener Rückstände in Ta-
belle 4.4 zeigt, dass die ermittelten Konzentrationen
gut übereinstimmen. Das bedeutet, dass die Deriva-
tisierung nach 24 Stunden abgeschlossen ist und die
24-Stunden-Messung die wahre Gesamtrückstands-
konzentration liefert.
Vergleicht man die kinetisch abgeleiteten Werte
für die Konzentration an freiem AOZ C0A mit den
Daten der Zweipunktmessung C30 min, so zeigt sich,
dass schon während der ersten 30 Minuten Derivati-
sierung eine nachweisbare Menge AOZ durch säure-
hydrolytische Spaltung der Azomethinbindung aus
dem proteingebunden Rückstand freigesetzt wur-
de (Tab. 4.5). Aus dem Verhältnis der Konzentra-
tionen C0A/C30 min ist ersichtlich, dass nur 96%
der nach 30 Minuten bestimmten NBAOZ-Menge
aus freiem AOZ stammen und die restlichen 4%
Tabelle 4.3: Ergebnisse der Mehrpunktmessung mit kine-
tischer Analyse. Berechnung der Konzentration an AOZ
und proteingebundenem Rückstand im Ultrafiltrat ex-
trahierter und verdauter Lebermikrosomen. Eingesetz-





Nr. [   mol/l] [   mol/l] [min−1]
1 4,85 1,32 0,0086
2 4,81 1,59 0,0037
3 4,95 1,18 0,0052
4 4,86 1,18 0,0084
MW 4,87 1,32 0,0065
SD 0,059 0,193 0,00242
während der Derivatisierung freigesetzter Rückstand
sind (Tab. 4.6). Das heißt, die einfache Zweipunkt-
messung ergibt wie erwartet eine zu niedrige Kon-
zentration an gebundenen Rückständen, während
die Konzentration an freiem AOZ um diese Menge
überschätzt wird.
Da die Geschwindigkeitskonstanten für die Frei-
setzung und Derivatisierung unter gleichen Reakti-
onsbedingungen konstant sind, lässt sich diese sys-
tematische Abweichung korrigieren, da auch der re-
Tabelle 4.4: Vergleich der durch kinetische Analyse er-
mittelten Gesamtkonzentration gebundener Rückstände
mit dem 24 h-Wert der Zweipunktmessung
Versuch C0A + C
0
R C24 h







Tabelle 4.5: Ermittlung des Anteils gebundener Rück-
stände, der in den ersten 30 Minuten Derivatisierung frei-
gesetzt wird
[   mol/l]
Versuch Cgeb = K =
Nr. C0R C24 h − C30 min C
0
R/Cgeb
1 1,32 1,07 1,23
2 1,59 1,45 1,09
3 1,18 1,07 1,11
4 1,18 1,01 1,16
MW 1,32 1,15 1,15
SD 0,193 0,202 0,060
Tabelle 4.6: Ermittlung des NBAOZ-Anteils, der in den
ersten 30 Minuten Derivatisierung aus freiem AOZ ent-
steht
Versuch C0A C30 min C
0
A/C30 min
Nr. [   mol/l] [   mol/l]
1 4,85 5,13 0,94
2 4,81 4,95 0,97
3 4,95 5,07 0,97
4 4,86 5,04 0,96
MW 5,05 4,87 0,96
SD 0,075 0,059 0,014
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4.2. Resorption von AOZ im isoliert perfundierten Darm
lative Anteil des in den ersten 30 Minuten durch die
Derivatisierung freigesetzten Rückstands an der Ge-
samtmenge gebundener Rückstände gleich ist. In Ta-
belle 4.5 auf der vorherigen Seite ist die durch kine-
tische Analyse bestimmte Gesamtmenge gebundener
Rückstände zu dem durch Zweipunktmessung ermit-
telten Wert Cgeb ins Verhältnis gesetzt. Der Mittel-
wert dieses Quotienten K wird zur Bestimmung von
C0R aus den Daten der Zweipunktmessung gemäß
C0R = K · Cgeb = K · (C24 h − C30 min) (4.10)
verwendet.
Da die Gesamtrückstandsmenge sehr gut mit C24 h
übereinstimmt, wird die Konzentration freier Rück-
stände durch
C0A = C24 h−C
0
R = (1−K)·C24 h+K ·C30 min (4.11)
bestimmt.
Nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz für Gauß-
















wobei sK, s24 h und s30 min die Standardabweichung
von K, C24 h bzw. C30 min bezeichnen.
Durch dieses Verfahren ist es möglich, die korrek-
ten Anteile an freiem und gebundenem Rückstand
mit lediglich zwei Derivatisierungszeiten zu bestim-
men. Das vermindert gegenüber der kinetischen Mes-
sung einerseits den Arbeitsaufwand erheblich und er-
möglicht andererseits die Quantifizierung geringerer
Rückstandskonzentrationen. In der weiteren Arbeit
wird daher dieses Verfahren zur Quantifizierung ge-
bundener und freier Rückstände verwendet.
4.2 Resorption von AOZ im
isoliert perfundierten Darm
Wie oben bereits erwähnt wurde, beschrieben Paul
et al. (1960a), dass Furazolidon aufgrund der Säure-
labilität der Azomethinbindung in 5-Nitrofuraldehyd
und 3-Amino-2-oxazolidinon gespalten wird (siehe
Abb. 4.1 auf Seite 38). Daher kann angenommen
werden, dass durch säurehydrolytische Spaltung im
Gastrointestinaltrakt des Menschen aus proteinge-
bundenen Furazolidonrückständen AOZ freigesetzt
wird. Die folgenden Versuche am isoliert perfundier-
ten Darm sollten zeigen, ob AOZ resorbiert werden
kann und damit bioverfügbar ist.
Dem Perfusat wurden nach einer kurzen Vor-
laufzeit 50 nmol AOZ gelöst in einem Milliliter
Wasser zugegeben. Abbildung 4.6 zeigt die AOZ-


















Abbildung 4.6: Perfusion des isolierten Darms mit AOZ.
Jejunumsegmente wurden 2 Stunden mit Tyrode-Puffer
und 1   mol/l AOZ perfundiert. Symbole: AOZ im Per-
fusat und Resorbat, MW± SD, n = 5
aufgetragen gegen die Perfusionsdauer. Die Kon-
zentration von AOZ betrug im Perfusat zu Ver-
suchsbeginn durchschnittlich 1   mol/l. Aufgrund des
kleinen Volumens an Resorbat blieb die AOZ-
Konzentration im Perfusat während der gesamten
Perfusion nahezu konstant. Im Resorbat konnte be-
reits nach 20 Minuten AOZ nachgewiesen werden.
Die Konzentration von AOZ stieg im Resorbat von
ca. 0,3   mol/l auf ein Maximum von 0,9   mol/l nach
einer Stunde. Gegen Ende der Perfusion war ein
Rückgang auf 0,7   mol/l zu verzeichnen.
4.2.1 Vitalität isoliert perfundierter
Jejunumsegmente bei
Behandlung mit AOZ
Vitalitätsparameter für den isoliert perfundierten
Darm waren der Glukosetransport und der Wasser-
fluss vom Lumen zur serosalen Seite des Darmseg-
ments.
Glukoseanreicherung
Abbildung 4.7 auf der nächsten Seite zeigt die
Glukosekonzentration in Perfusat und Resorbat in
mmol/l als Funktion der Zeit. Zu Perfusionsbeginn
wurden 15mmol/l gemessen, was der eingewogenen
Glukosemenge im Perfusat entsprach. Während der
Perfusion fiel sie auf ca. 10mmol/l ab. Im Resor-



























Abbildung 4.7: Einfluss von AOZ auf den Glukosetrans-
port im isoliert perfundierten Darm. Isolierte Jejunum-
segmente wurden zwei Stunden mit Tyrode-Puffer per-
fundiert, der kein (Kontrolle) bzw. 1   mol/l AOZ ent-
hielt. Symbole: Perfusat und Resorbat der Perfusi-
on mit 1   mol/l AOZ, MW±SD, n = 5; Perfusat und
Resorbat der Kontrollen, MW± SD, n = 5
Stunde mit 30− 40mmol/l 2- bis 3-mal höher kon-
zentriert als im Perfusat. Zwischen Kontrollen und
AOZ-behandelten Därmen zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied.
Wasserfluss
In Abbildung 4.8 ist der zeitliche Verlauf des Wasser-
flusses dargestellt. Er betrug anfangs 40− 50mg/cm
pro 20 Minuten und fiel zum Perfusionsende auf ca.
35mg/cm pro 20 Minuten ab. Während nach 10 Mi-
nuten ein signifikanter Unterschied (p ≤ 0,05) zwi-
schen den Kontrollen und behandelten Därmen be-
stand, war der Wasserfluss zu allen späteren Zeit-
punkten in beiden Gruppen gleich.
4.3 Untersuchungen zum
Metabolismus von AOZ
Da AOZ im isoliert perfundierten Darm resorbiert
wurde und daher in vivo systemisch verfügbar sein
könnte, sollte seine Biotransformation untersucht
werden. Dazu wurden isolierte Darm- und Leberzel-


























Abbildung 4.8: Einfluss von AOZ auf den Wasserfluss im
isoliert perfundierten Darm. Isolierte Jejunumsegmen-
te wurden zwei Stunden mit Tyrode-Puffer perfundiert,
der kein (Kontrolle) bzw. 1   mol/l AOZ enthielt. Durch-
gezogene Säulen zeigen Perfusionen mit 1   mol/l AOZ,
MW±SD, n = 5; gestrichelte Säulen stellen Kontrollper-
fusion dar, MW±SD, n = 5. ✴ signifikanter Unterschied
zur Kontrolle (p ≤ 0,05)
4.3.1 Untersuchungen an isolierten
Enterozyten und Hepatozyten
Biotransformation von AOZ in Enterozyten und
Hepatozyten
Abbildung 4.9 auf der nächsten Seite zeigt die Er-
gebnisse der Versuche zur Biotransformation von
AOZ in Entero- und Hepatozyten. In Enterozy-
ten war keine Veränderung der AOZ-Konzentration
(1, 5, 20   mol/l) während des Versuchs messbar.
In Hepatozytensuspensionen zeigte sich eine Ab-
nahme des AOZ um durchschnittlich 12% innerhalb
von 30 Minuten, die jedoch statistisch nicht signifi-
kant war.
Vitalität isolierter Enterozyten und Hepatozyten
unter AOZ
LDH
In Tabelle 4.7 auf der nächsten Seite sind die extra-
zellulären LDH-Aktivitäten im Inkubationsmedium
der Entero- und Hepatozytensuspension nach 30 Mi-
nuten Inkubation mit AOZ dargestellt. Sie unter-
scheiden sich in beiden Fällen nicht signifikant von
anderen Probenahmezeitpunkten. AOZ hatte dem-
nach keinen Einfluss auf die extrazelluläre Enzym-
aktivität im Vergleich zu Kontrollen.
Trypanblau-Test
Bei Hepatozyten wurde außerdem der Trypanblau-
Test durchgeführt. Die Anfärbbarkeit der Zellen mit
Trypanblau war unter AOZ (1, 5, 20   mol/l) gegen-
über der Kontrolle unverändert (nicht gezeigt). In
vergleichbaren Versuchen zeigte sich selbst nach ei-
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Abbildung 4.9: Verstoffwechslung von AOZ in Darm-
und Leberzellen. Darmzellen, Leberzellen; A
20   mol/l AOZ, B 5   mol/l AOZ, C 1   mol/l AOZ; Die
Konzentration von AOZ wurde vor und unmittelbar nach
Behandlung der Zellen sowie nach 5, 15 und 30 Minuten
bestimmt. MW± SD, n = 5
ner Inkubationsdauer von 180 Minuten keine signifi-
kante Verschlechterung dieses Parameters (Johans-
sen 1999), so dass bei 30-minütiger Inkubation eine
methodisch bedingte Beeinträchtigung der Vitalität
ausgeschlossen werden konnte.
4.3.2 Untersuchungen an Darm- und
Lebermikrosomen
Darmmikrosomen
Darmmikrosomen wurden 30 Minuten mit 20   mol/l
AOZ in An- und Abwesenheit eines NADPH-regene-
rierenden Systems inkubiert. Abbildung 4.10 zeigt
den Verlauf der AOZ-Konzentration in einem Ein-
zelversuch.















Abbildung 4.10: AOZ-Konzentration in Darmmikroso-
men. zeigt die AOZ-Konzentration in Darmmikroso-
men mit NADPH und ohne NADPH. Die Mikroso-
men wurden mit 20   mol/l AOZ behandelt. Die AOZ-
Konzentration wurde vor und unmittelbar nach Behand-
lung der Mikrosomen sowie nach 5, 15, und 30 Minuten
bestimmt. Die Abbildung zeigt einen Versuch.
ten Inkubation in beiden Ansätzen auf dem Aus-
gangsniveau.
Lebermikrosomen
Lebermikrosomen wurden mit 20   mol/l AOZ bzw.
80   mol/l Furazolidon unter Zugabe eines NADPH-
regenerierenden Systems inkubiert. Die Inkubatio-
nen mit Furazolidon erfolgten zur Kontrolle der me-
tabolischen Aktivität der Lebermikrosomen.
AOZ wurde in Lebermikrosomen in geringem Um-
fang metabolisiert (Abb. 4.11 auf der nächsten Sei-
te A). Bereits nach fünf Minuten Inkubation war
die Konzentration im Vergleich zur Kontrolle oh-
ne NADPH signifikant verringert. Nach 30 Minuten
war die Konzentration von AOZ um durchschnittlich
18,4% gesunken.
Der Abbau von Furazolidon war wesentlich stär-
ker ausgeprägt (Abb. 4.11 auf der nächsten Seite B).
Bereits nach fünf Minuten war ungefähr die Hälfte
des eingesetzten Furazolidons verstoffwechselt, nach
30 Minuten etwa 80%.
Tabelle 4.7: LDH-Aktivität im Inkubationsmedium von
Enterozyten- und Hepatozytensuspensionen nach 30 Mi-
nuten Inkubation mit 1, 5, 20   mol/l AOZ; MW ± SD,
n = 4 bis auf a hier n = 3
LDH [U/min]
Enterozyten Hepatozyten
Kontrolle 1336 ± 160,2a 4454 ± 933,2
1   mol/l AOZ 1465 ± 155,4 4360 ± 895,9
5   mol/l AOZ 1375 ± 101,0 4195 ± 1030,8







































Abbildung 4.11: AOZ- und Furazolidonmetabolismus in
Lebermikrosomen. Lebermikrosomen mit NADPH,
Lebermikrosomen ohne NADPH; A 20   mol/l AOZ, B
80   mol/l FZD; AOZ bzw. FZD wurden vor und unmit-
telbar nach Behandlung der Mikrosomen, sowie nach 5,
15 und 30 Minuten bestimmt. MW±SD, n = 6, ✴ signi-





Die folgenden Untersuchungen wurden mit in vitro
hergestellten und in vitro verdauten Furazolidon-
rückständen durchgeführt. Ziel der Versuche war es,
herauszufinden, ob Rückstände, die an Proteinfrag-
mente gebunden sind, im Darm resorbiert werden
und bioverfügbar sind.
Wie bei den Perfusionsversuchen mit reinem AOZ
wurden die isolierten Darmsegmente nach einer kur-
zen Vorlaufzeit durch Zugabe von 50 nmol verdau-
ten proteingebundenen Furazolidonrückständen zum
Perfusat behandelt. Abbildung 4.12 zeigt die Rück-
standsmenge gemessen als NBAOZ in   mol/l in
Perfusat und Resorbat. Die Proben wurden jeweils
30 Minuten und 24 Stunden derivatisiert. Die Kon-
zentration an freiem und gebundenen AOZ wurde
gemäß Gleichung (4.10) auf Seite 43 und (4.11) auf
Seite 43 mittels korrigierter Zweipunktmessung be-
rechnet. Die Rückstandskonzentration blieb im Per-
fusat während der gesamten Perfusion praktisch un-
verändert. Im Resorbat war eine Zunahme der Rück-
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Abbildung 4.12: Absorption von verdauten proteinge-
bundenen Furazolidonrückständen im isoliert perfundier-
ten Darm. Unterscheidung von gebundenen und unge-
bundenen Rückständen mithilfe der korrigierten Zwei-
punktmessung. Leere Symbole zeigen die Konzentra-
tion an freiem AOZ und ausgefüllte Symbole die Kon-
zentration an freiem und gebundenem AOZ. Kreise stel-
len Perfusat- und Quadrate Resorbatproben dar. Die
Behandlung erfolgte mit 1   mol/l Rückständen im Ul-
trafiltrat extrahierter und verdauter Lebermikrosomen;
MW±SD, n = 6, ✴ signifikanter Unterschied zum Mess-
wert nach 30 Minuten Derivatisierung (p ≤ 0,01)
verzeichnen. Die Konzentration im Resorbat erreich-
te maximal 75% der Konzentration im Perfusat. Im
Perfusat bestand ein signifikanter Unterschied in der
Konzentration an freiem und der Summe aus freiem
und gebundenem AOZ. Die Werte für freies AOZ la-
gen durchschnittlich bei 0,9   mol/l, die Summe für
freies und gebundenes bei 1,1   mol/l.
Die Rückstandskonzentration im Resorbat zeig-
te keinen signifikanten Unterschied zwischen freiem
AOZ und der Summe aus freiem und gebundenem
AOZ. Demnach wurde im Resorbat nur freies AOZ
gemessen.
4.4.1 Proteinkonzentration im Perfusat
Die Proteinkonzentration wurde in allen Perfusat-
proben bestimmt, um zu prüfen, ob proteingebun-
dene Rückstände vollständig im Perfusat gelöst und
nicht an der großen inneren Oberfläche der Perfu-
sionsapparatur adsorbiert waren.
Die Ergebnisse (nicht dargestellt) zeigten, dass es
nach Behandlung mit proteingebundenen Rückstän-
den bzw. rückstandsfreiem Protein zum Anstieg der
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Abbildung 4.13: Einfluss von Furazolidonrückständen
auf den Glukosetransport im isoliert perfundierten
Darm. Isolierte Jejumumsegmente wurden zwei Stunden
mit 50ml Tyrode-Puffer perfundiert. Die Behandlung er-
folgte mit 50 nmol Rückstand appliziert als Ultrafiltrat
extrahierter und verdauter Lebermikrosomen. Symbole:
Perfusat und Resorbat der Perfusion mit verdau-
ten Rückständen, MW ± SD, n = 12; Perfusat und
Resorbat der Kontrolle, MW ± SD, n = 6
Proteinkonzentration von 0mg/ml auf durchschnitt-
lich 0,17mg/ml kam. Die gemessene Proteinkon-
zentration entsprach der bei homogener Verteilung
zu erwartenden Konzentration. Des Weiteren wa-
ren keine signifikanten Unterschiede zwischen rück-








Abbildung 4.13 zeigt den zeitlichen Verlauf der Glu-
kosekonzentration in Perfusat und Resorbat. Im Per-
fusat beträgt sie initial ca. 15mmol/l. Das entspricht
der eingestellten Glukosekonzentration im Perfu-
sionsmedium. Die Glukosekonzentration fiel wäh-
rend der Perfusion stetig ab und lag am Perfusions-
ende bei ca. 10mmol/l.
Im Resorbat des isoliert perfundierten Darms
nahm der Glukosegehalt schnell zu und erreichte
























Abbildung 4.14: Einfluss von Furazolidonrückständen
auf den Wasserfluss im isoliert perfundierten Darm.
Isolierte Jejumumsegmente wurden zwei Stunden mit
50ml Tyrode-Puffer perfundiert. Die Behandlung erfolg-
te mit 50 nmol Rückstand appliziert als Ultrafiltrat ex-
trahierter und verdauter Lebermikrosomen. Kontrollen
erhielten verdautes rückstandsfreies Protein. Durchgezo-
gene Säulen zeigen Perfusionen mit verdauten Rückstän-
den, MW ± SD, n = 12; gestichelte Säulen stellen Kon-
trollperfusionen dar, MW± SD, n = 6.
30− 40mmol/l. Das entspricht der 2- bis 3fachen
Glukosekonzentration des Perfusats. Im letzten Per-
fusionsdrittel verringerte sich die Glukosekonzentra-
tion auf ca. 30mmol/l. Signifikante Unterschiede
zur Kontrolle bzw. zu Perfusionen mit freiem AOZ
(Kap. 4.2.1 auf Seite 43) waren nicht sichtbar.
Wasserfluss
Abbildung 4.14 zeigt den Wasserfluss in Abhängig-
keit von der Zeit. Nach einem Anstieg des Wasser-
flusses im ersten Perfusionsdrittel von ca. 42mg/cm
pro 20 Minuten auf 55mg/cm pro 20 Minuten fiel er
im weiteren Verlauf allmählich auf Ausgangsniveau
ab. Das Diagramm veranschaulicht, dass kein signi-
fikanter Unterschied zwischen Perfusionen mit pro-
teingebundenen Rückständen und Kontrollen (Be-
handlung mit verdautem rückstandsfreien Protein)
bestand. Ebenso war kein signifikanter Unterschied





Um die Relevanz der In-vitro-Befunde zu testen,
wurde die Resorption proteingebundener Rückstän-
de nach Verfütterung an Ratten untersucht. Die ver-
wendeten Rückstände waren nicht verdaut, die Ap-
plikation erfolgte im ersten Versuch einmalig per
Maulschlundsonde, im zweiten Versuch wurde eine
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4. Ergebnisse
Tabelle 4.8: Nachweis von AOZ bzw. gebundenen Rückständen in Geweben, Körperflüssigkeiten und -ausscheidungen
nach Applikation von proteingebundenen Rückständen per Schlundsonde
Tötung nach
NBAOZ Rückstands- 1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden
[nmol] art Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5 Tier 6
Magen- C0A
a 21,4 38,5 41,0 37,4 36,4 30,2
inhalt C24 h
b 152 256 277 210 203 171
Dünndarm- C0A 35,0 17,1 40,5 47,7 79,4 48,4
inhalt C24 h 78,8 41,2 58,6 68,6 87,3 76,8
Urin C30 min
c 0,088 0,065 0,11 1,01 0,37 2,32
C24 h n.b.
d n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Plasma, Leber,
Niere, Muskulatur
C30 min, C24 h n.n.
e n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
aKonzentration an freiem AOZ
bKonzentration an freiem und gebundenem AOZ
cnicht korrigierte Konzentration an freiem AOZ
dnicht bestimmt
enicht nachweisbar
Nacht lang rückstandshaltiges Futter verabreicht.
4.5.1 Rückstände im Tierkörper nach
Schlundsondenapplikation
Eine, zwei und vier Stunden nach Rückstandsap-
plikation wurde in den Blut- und Gewebeproben
von jeweils zwei Tieren der Rückstandsgehalt mittels
HPLC bestimmt. Die Messergebnisse sind in Tabel-
le 4.8 dargestellt.
Ingesta
Jedes der sechs Tiere erhielt 300 nmol Rückstän-
de, von denen im Magen zwischen 150 nmol und
280 nmol wiedergefunden wurden, was 50% bis 90%
der verabreichten Menge entspricht. Es konnte kein
logischer Zusammenhang zwischen dem Tötungszeit-
punkt und dem Rückstandsgehalt im Magen fest-
gestellt werden. Aus den nach 30 Minuten bzw.
24 Stunden Derivatisierung bestimmten Konzentra-
tionen ergibt sich nach Gleichung (4.10) auf Seite 43
und Gleichung (4.11) auf Seite 43, dass ca. 85% der
Rückstände im Magen gebunden und nur 15% un-
gebunden vorlagen. Dieses Verhältnis war zu allen
Tötungszeitpunkten gleich.
Im Dünndarminhalt wurden Rückstandsgehalte
von 41,2 nmol bis 87,3 nmol gemessen, was 13,7%
bzw. 29,1% der insgesamt verabreichten Menge ent-
spricht. Im Dünndarminhalt nahm das Verhältnis
gebundener Rückstände zu freiem AOZ zeitabhän-
gig ab. Bei Tier 1 und Tier 2 lagen durchschnittlich
57% der Rückstände gebunden vor, bei Tier 3 und
Tier 4 30%, bei Tier 5 9% und bei Tier 6 37%.
Addiert man die in Magen und Dünndarm gefun-
denen Rückstände, so zeigte sich, dass bei Schlund-
sondenapplikation über 80% der applizierten Rück-
stände den Gastrointestinaltrakt nach vier Stunden
noch nicht verlassen hatten. Bei Tier 3 wurden im
Gastrointestinaltrakt sogar 117% der applizierten
Rückstände wiedergefunden.
Urin
Im Urin ließen sich nur minimale Rückstandsmengen
nachweisen, die zeitabhängig zunahmen. So wurden
nach einer Stunde 0,088 nmol bzw. 0,065 nmol, nach
zwei Stunden 0,11 nmol bzw. 1,01 nmol und nach vier
Stunden 0,37 nmol bzw. 2,32 nmol Rückstände ge-
funden. Das sind weniger als 1% der insgesamt ver-
abreichten Rückstandsmenge. Die Harnmengen wa-
ren zu klein für zwei Derivatisierungsansätze, so dass
von jedem Tier nur der 30-Minuten-Wert ermittelt
wurde.
Blut, Leber, Niere und Muskulatur
In Blutplasma, Leber, Nieren und Muskulatur waren
keine Rückstände nachweisbar.
4.5.2 Rückstände im Tierkörper nach
Applikation über das Futter
Je zwei Tiere erhielten pelletiertes Futter mit frei-
em AOZ bzw. proteingebundenen Rückständen und
wurden 16 Stunden später zur Blut- und Organent-
nahme getötet. Anhand der Menge verzehrter Pellets
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4.5. Resorption von Furazolidonrückständen in vivo
Tabelle 4.9: Herstellung und Aufnahme von AOZ- bzw. rückstandshaltigen Pellets während des In-vivo-
Fütterungsversuches
AOZ-Pellets Rückstands-Pellets
Einheit Tier 7 Tier 8 Tier 9 Tier 10
angebotene Pelletsa g 20,8 22,6 22,1 21,1
gesamte Menge AOZ bzw. Rückstand (Rst) nmol 416 452 451 431
aufgenommene Pellets g 18,9 18,5 20,4 18,4
theoretische Aufnahme je Tier nmol 378 371 416 376
gemessenes AOZ/Rst im Futterrest nmol/g 10,3 10,3 12,8 12,8
theoretische Aufnahme je Tierb nmol 195 191 260 236
amit 20 nmol/g
bberechnet anhand der Konzentration im Futterrest
wurde die aufgenommene AOZ- bzw. Rückstands-
menge berechnet. Bei der Messung von AOZ in den
verbliebenen Futterresten wurde deutlich weniger
AOZ wiedergefunden, als aufgrund der ursprüng-
lich eingearbeiteten Menge zu erwarten war (siehe
Tab. 4.9). Es konnte im Nachhinein nur geklärt wer-
den, dass keine inhomogene Verteilung des AOZ bzw.
der Rückstände im Futter vorgelegen hatte. Ande-
re Ursachen für die geringe Wiederfindung wie z. B.
Zersetzung der Rückstände im Futter oder schlech-
te Extrahierbarkeit der Rückstände aus den Pellets
konnten nicht ausgeschlossen werden.
In Tabelle 4.10 auf der nächsten Seite sind die Er-
gebnisse der Rückstands- bzw. AOZ-Bestimmung im
Tierkörper zusammengefasst.
Ingesta
Bei den Ratten 7 und 8, die freies AOZ erhal-
ten hatten, befanden sich nur noch 11,6 nmol bzw.
1,53 nmol im Magen. Im Dünndarm wurden jeweils
etwa 40 nmol AOZ detektiert.
Die Verfütterung rückstandshaltiger Pellets führ-
te zu ähnlichen Ergebnissen. Im Mageninhalt von
Tier 9 und 10 befanden sich 23,3 nmol bzw.
10,9 nmol Rückstände. 34% bzw. 48% der Rückstän-
de lagen in ungebundener Form vor. Im Dünndarm-
inhalt waren jeweils etwa 60 nmol Rückstände nach-
weisbar, wovon ca. 67% freies AOZ waren.
Plasma
Im Plasma befand sich durchschnittlich weniger als
1 nmol AOZ. Die Rückstände lagen vermutlich voll-
ständig in ungebundener Form vor.
Urin
Im Urin wurden bis zu 1,9 nmol AOZ gefunden. Mit
Ausnahme von Tier 9 wurde kein deutlicher Unter-
schied zwischen den Proben nach 30-minütiger und
24-stündiger Derivatisierung gemessen.
Leber
Die Leber der Tiere, die AOZ-haltige Pellets gefres-
sen hatten, enthielt durchschnittlich 1,2 nmol AOZ.
Bei den Tieren, denen rückstandshaltige Pellets ver-
abreicht wurden, war kein AOZ in der Leber nach-
weisbar.
Niere und Muskulatur




Tabelle 4.10: Nachweis von AOZ bzw. gebundenen Rückständen in Geweben, Körperflüssigkeiten und
-ausscheidungen nach Applikation über das Futter
NBAOZ Rückstands- AOZ-Pellet Rückstands-Pellet
[nmol] art Tier 7 Tier 8 Tier 9 Tier 10
Plasma C0A
a 0,40 1,34b 0,59b 0,68
C24 h
c 0,51 1,22 0,42 0,77
Urin C0A 1,87
b 0,51 0,09 0,94
C24 h 1,61 0,61 0,78 1,07
Leber C0A 0,91 1,04 0 0
C24 h 1,12 1,23 0 0
Niere C0A, C24 h n.n.
d n.n. n.n. n.n.
Muskulatur C0A, C24 h n.n. n.n. n.n. n.n.
Magen- C0A 8,42 1,32 7,82 5,19
inhalt C24 h 11,6 1,53 23,3 10,9
Dünndarm- C0A 39,4 38,5 43,1 41,1
inhalt C24 h 39,5 43,7 68,6 57,8
Summe der C24 h-Werte 54,3 48,3 93,1 70,5
aKonzentration an freiem AOZ
bentspricht C30 min, da die Berechnung von C
0
A
nicht möglich ist aufgrund der negativen Differenz zwischen C24 h −C30 min











Aus der Anwendung von Arzneimitteln bei Lebens-
mittel liefernden Tieren erwächst das Problem der
Rückstandsbelastung tierischer Lebensmittel. Bei
der Sicherheitsbewertung von Rückständen im Rah-
men der Zulassung von Tierarzneimitteln wird der
Aspekt des Einflusses von Verdauungsprozessen auf
die Struktur und Bioverfügbarkeit von Rückständen
beim Endverbraucher Mensch bisher nicht berück-
sichtigt. Dies beruht nicht zuletzt auf Schwierigkei-
ten bei der Analytik und Testung von Rückständen.
Proteingebundene Arzneimittelrückstände werden
üblicherweise unspezifisch, d. h. unter Verwendung
radioaktiv markierter Muttersubstanzen nachgewie-
sen. In der vorliegenden Arbeit sollten die Rück-
stände der Modellsubstanz Furazolidon spezifisch,
hochdruckflüssigkeitschromatographisch anhand des
Reaktionsprodukts der Seitenkette des Furazolidons
mit Nitrobenzaldehyd gemessen werden.
Voraussetzung für den spezifischen Rückstands-
nachweis ist, dass die Rückstände die Seitenkette in
unveränderter Form enthalten. Aus diesem Grund
wurde zunächst in einem In-vitro-Modell zur Rück-
standsbildung geprüft, ob bei Verwendung ring- und
seitenkettenmarkierten Furazolidons gleiche Mengen
an Rückständen entstehen. Dabei zeigte sich, dass
unter identischen Versuchsbedingungen kein quan-
titativer Unterschied zwischen ring- und seitenket-
tenmarkierten Furazolidonrückständen besteht (sie-
he 4.1.1 auf Seite 37). Es ist daher anzunehmen, dass
Furazolidonrückstände sowohl Bestandteile des Fur-
anrings als auch der Seitenkette der Muttersubstanz
enthalten und dass mit der gewählten Analytik die
toxikologisch relevanten Rückstände erfasst werden.
Auch Hoogenboom et al. (1991a) konnten keine
Hinweise darauf finden, dass die Azomethinbindung
zwischen Furanring und Seitenkette in Leberzellen
von Schweinen gespalten und daher strukturell un-
terschiedliche Rückstände gebildet werden könnten.
Dass die Quantifizierung von Rückständen mit
den Methoden der LSS und HPLC zu gleichen Mess-
ergebnissen führt, zeigen die in Tab. 4.2 auf Seite 37
dargestellten Daten.
Aus diesen Befunden lässt sich schlussfolgern,
dass die gebildeten Furazolidonrückstände in Rat-
tenlebermikrosomen strukturell einheitlich sind und
sowohl das 14C-Atom im Nitrofuranring als auch
die intakte Seitenkette enthalten. Da die Seitenket-
te säurehydrolytisch aus dem Rückstand freigesetzt
werden kann, ist anzunehmen, dass der Furanring an
die mikrosomalen Proteine bindet und zwar infol-
ge der metabolischen Aktivierung der Nitrogruppe
durch mikrosomale Reduktasen.
Vroomen et al. (1987a) berichtet, dass der Koh-
lenstoff in Position 3 des Furanrings mit der Thiol-
gruppe von Cystein, Glutathion und Mercaptoetha-
nol Addukte bildet. Es ist auch vorstellbar, dass die
N-Hydroxy- oder Nitrosometaboliten des Furazoli-
dons Addukte in Position 2 oder 4 bilden. In all die-
sen Fällen würden gebundene Rückstände mit un-
veränderter Seitenkette entstehen.
Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen,
dass proteingebundene Rückstände des Furazo-
lidons hochdruckflüssigkeitschromatographisch ge-
messen werden können, wobei die gleichen Rück-
stände erfasst werden wie beim radioaktiven Nach-
weis. Abgesehen von der Spezifität der HPLC ist ein
nicht unwesentlicher Vorteil dieser Methode, dass auf
die Verwendung von radioaktivem Material verzich-
tet werden kann. Zudem schließt die bloße Detektion
von 14C nicht aus, dass endogen inkorporierter Koh-
lenstoff gemessen wird, der keine toxikologische Be-
deutung hat. Die Sensivität der HPLC-Methode lag
mit einer Bestimmungsgrenze von 0,18   mol/l (sie-
he 3.7.4 auf Seite 29) in der gleichen Größenordnung
wie bei der LSS-Methode mit 0,31   mol/l (siehe 22
auf Seite 33).
5.1.2 Unterscheidung zwischen freiem
AOZ und proteingebundenen
Furazolidonrückständen
Bei der Rückstandsgewinnung in Mikrosomen wur-
den die freien und schwach gebundenen Metabo-
liten des Furazolidons durch Lösungsmittelextrak-
tion entfernt. Nach der Extraktion verbleiben nur
solche Rückstände, die fest an Proteine gebunden
sind. Der quantitative Nachweis erfolgt hochdruck-
flüssigkeitschromatographisch nach saurer Hydroly-
se und Derivatisierung mit Nitrobenzaldehyd. Da-
bei wird die Azomethinbindung des Furazolidon-
rückstands gespalten und freies AOZ gemessen. AOZ
wird jedoch auch bei der In-vitro-Verdauung der Mi-
krosomen freigesetzt (siehe 4.1.3 auf Seite 38). Dar-
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aus ergab sich das Problem, dass bei den verdauten
Rückständen, die für die Perfusionsversuche herge-
stellt wurden, zwischen dem bei der Verdauung ab-
gespaltenen AOZ und den proteingebundenen Rück-
ständen unterschieden werden muss. Unter der An-
nahme, dass die hydrolytische Abspaltung von AOZ
aus dem Rückstandsmolekül wesentlich langsamer
erfolgt als die Derivatisierung des freien AOZ mit
NBA, wurde die Derivatisierung für den Nachweis
von a priori freiem AOZ nach 30 Minuten beendet,
hingegen für den Nachweis des insgesamt vorhande-
nen AOZ (freies und aus Rückständen freigesetztes
AOZ) auf eine Dauer von 24 Stunden ausgedehnt.
Die betreffenden Proben wurden jeweils beiden Ver-
fahren unterzogen, so dass durch Differenzbildung
der beiden Messwerte der Anteil an gebundenem
AOZ abgeschätzt werden konnte (Gl. (4.1) auf Sei-
te 39).
Nachteil der Differenzbildung ist, dass die Menge
des proteingebundenen AOZ unterschätzt wird, da
bereits während der ersten 30 Minuten Derivatisie-
rung proteingebundenes AOZ aus dem Rückstand
freigesetzt wird. Zur Korrektur dieser systemati-
schen Abweichung ist es nötig, den zeitlichen Verlauf
der Bildung von NBAOZ aus gebundenen Rückstän-
den genau zu kennen. Es wurde angenommen, dass
für die Bildung von NBAOZ zwei wesentliche Schrit-
te notwendig sind: 1. die säurehydrolytische Spal-
tung der Azomethinbindung (Gl. (4.2) auf Seite 40)
und 2. die Derivatisierung des entstehenden AOZ
(Gl. (4.3) auf Seite 40). Für beide Reaktionen wurde
eine Abhängigkeit erster Ordnung der Reaktionsge-
schwindigkeit von der Konzentration angenommen
(Gl. (4.4) auf Seite 40 und Gl. (4.5) auf Seite 40).
Damit ergibt sich für die NBAOZ-Konzentration in
Abhängigkeit von der Derivatisierungsdauer die in
Gleichung (4.6) auf Seite 40 angegebene Funktion.
Diese Annahmen wurden mit Hilfe der unter 4.1.3
auf Seite 38 beschriebenen Versuche überprüft, bei
denen der Zeitverlauf der hydrolytischen Freisetzung
von AOZ aus Furazolidon (als Modell für protein-
gebundene Rückstände) gemessen wurde. Mit die-
sem Versuchsansatz, in dem Furazolidon über einen
Zeitraum von 10min, 30min, 1 h, 2 h, 4 h und 24 h
unter den gleichen Bedingungen wie proteingebun-
dene Furazolidonrückstände derivatisiert wurde, ließ
sich das Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung für
die Spaltung der Azomethinbindung (Gl. (4.4) auf
Seite 40) direkt bestätigen (vgl. Abb. 4.4 auf Sei-
te 41). Das bedeutet, dass der theoretisch vorherge-
sagte Verlauf der Furazolidonkonzentration bei ge-
eigneten Werten von k1, C
0
R sehr gut mit den Mes-
sungen übereinstimmt. Gleichzeitig wurde für die-
se Reaktion die Reaktionskonstante k1 und die Fu-
razolidonausgangskonzentration C0R (Steigung bzw.
Ordinatenschnittpunkt bei halblogarithmischer Auf-
tragung) durch nichtlineare Anpassung bestimmt.
Im folgenden wurde die für die Derivatisierungs-
reaktion aufgestellte Hypothese (Geschwindigkeits-
gesetz erster Ordnung) getestet. Dazu wurde der
theoretische Verlauf der NBAOZ-Konzentration ge-
mäß Gleichung (4.9) auf Seite 40 mit dem gemes-
senen Verlauf verglichen. Da k1 und C
0
R aus der
Analyse der ersten Reaktion bekannt sind und C0A
null ist, da Furazolidon verwendet wurde, musste
nur die Geschwindigkeitskonstante der Derivatisie-
rungsreaktion k2 durch nichtlineare Anpassung er-
mittelt werden. Da verschiedene Standards für die
Furazolidon- und NBAOZ-Bestimmung verwendet
wurden, stimmt der Zerfall von Furazolidon quan-
titativ nicht absolut mit der Entstehung von AOZ
überein. Deshalb wurde C0R simultan mit k2 erneut
durch nichtlineare Anpassung an Gleichung (4.9) auf
Seite 40 bestimmt. Im Ergebnis stimmt der theore-
tische Verlauf der NBAOZ-Konzentration ebenfalls
sehr gut mit den experimentellen Daten überein und
bestätigte die Annahme des Geschwindigkeitsgeset-
zes erster Ordnung. Der Vergleich der Geschwindig-
keitskonstanten zeigt außerdem, dass die Derivati-
sierungsreaktion (t 1
2
,2 = 1,83min) tatsächlich etwa
40-mal schneller als die säurehydrolytische Spaltung
von Furazolidon (t 1
2
,1 = 76,9min) abläuft.
Als Nächstes wurde getestet, ob die Kinetik der
Freisetzung von AOZ aus Furazolidon auch für pro-
teingebundene Furazolidonrückstände während der
Derivatisierung gilt. Dazu wurden verdaute, ultra-
filtrierte Rückstände unter den gleichen Bedingun-
gen wie Furazolidon (10min bis 24 h) derivatisiert.
Der wesentliche Unterschied zur Derivatisierung von
Furazolidon besteht darin, dass die Freisetzungsre-
aktion (Gl. (4.2) auf Seite 40) messtechnisch nicht
verfolgt werden kann und die Ausgangskonzentra-
tion an AOZ C0A unbekannt ist. Daher konnte nur
geprüft werden, ob der theoretische Verlauf der
NBAOZ-Konzentration bei geeigneter Wahl von C0R
und C0A unter Verwendung der im Furazolidonver-
such ermittelten Geschwindigkeitskonstanten k1 und
k2 mit den experimentellen Daten übereinstimmt.
Da so keine Übereinstimmung erzielt wurde, muss-
te die Geschwindigkeitskonstante k1, die die Spal-
tung der Azomethinbindung beschreibt, verändert
werden. Erst so konnte eine befriedigende Überein-
stimmung erzielt werden.
Die für Einzelversuche ermittelte Geschwindig-
keitskonstante k1 schwankt relativ stark (vgl.
Tab. 4.3 auf Seite 42). Dennoch lag sie stets un-
ter dem für Furazolidon ermittelten Wert von k1 =
0,0090min−1. Daraus folgt, dass die Freisetzung von
AOZ aus verdauten Rückständen langsamer verläuft
als aus Furazolidon, was dadurch bedingt sein kann,
dass die Bindung des Rückstands an Proteine die
Stabilität der Azomethinbindung im sauren Millieu
erhöht. Des Weiteren wäre denkbar, dass Proteine
die hydrolytische Wirkung der Salzsäure abschwä-
chen oder dass AOZ aus Rückständen, die in größe-
re Proteinfragmente eingeschlossen sind, langsamer
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freigesetzt wird. Dagegen ist die Geschwindigkeit der
Derivatisierung des freien AOZ immer gleich, unab-
hängig davon, ob es aus Rückständen oder aus Fu-
razolidon stammt. Es scheint, dass Proteine die De-
rivatisierung des AOZ nicht beeinflussen.
Die ursprüngliche Fragestellung war, wie freies
und gebundenes AOZ in den zu analysierenden Pro-
ben unterschieden werden können. Eine Möglichkeit
analog zur oben beschriebenen Vorgehensweise wä-
re, jede Probe mehrfach und unterschiedlich lang
(zwischen 10min und 24 h) zu derivatisieren und an-
schließend mittels nichtlinearer Anpassung die Pa-




R zu ermitteln, die für die
Kurve CN(t) (gemäß Gl. (4.9) auf Seite 40) am bes-
ten mit dem experimentell bestimmten Verlauf über-
einstimmt. Damit hätte man sowohl die gesuchten
Ausgangskonzentrationen von AOZ C0A bzw. gebun-
denem Rückstand C0R als auch die Geschwindigkeits-
konstanten k1 und k2 ermittelt. Dieses Verfahren hat
jedoch den Nachteil, dass viele Derivatisierungszei-
ten einen hohen Arbeitsaufwand und große Proben-
mengen erfordern.
Eine andere Möglichkeit besteht darin, die Mess-
werte der 30-Minuten- bzw. 24-Stunden-Derivatisie-
rung so zu modifizieren, dass man der wirklichen
Konzentration an gebundenen Furazolidonrückstän-
den zum Zeitpunkt null näher kommt als mit bloßer
Differenzbildung. Voraussetzung dafür ist, dass das
in den ersten 30 Minuten aus Rückständen frei-
gesetzte AOZ berücksichtigt wird. Daher wurde
die durch nichtlineare Anpassung bestimmte Rück-
standsmenge C0R mit der durch Differenzbildung er-
mittelten Menge Cgeb verglichen, und es zeigte sich,
dass die Konzentration an gebundenen Rückständen
durchschnittlich 15% (Tab. 4.5 auf Seite 42) über
der durch Differenzbildung bestimmten Menge lag.
Um diese Menge (nicht Prozentsatz!) wird die Menge
des freien AOZ überschätzt. Wegen des hohen rela-
tiven Anteils freien AOZ in den verdauten ultrafil-
trierten Rückständen sind dies etwa 4% der AOZ-
Konzentration zum Zeitpunkt null (C0A).
Zusammenfassend konnte durch mathematische
Modellierung der NBAOZ-Konzentration in Abhän-
gigkeit von der Zeit (sechs Derivatisierungszeitpunk-
te) eine Kalibrierung durchgeführt werden, die es er-
laubt, den systematischen Fehler der Zweipunktmes-
sung zu ermitteln und zu minimieren.
5.2 Resorption von AOZ im
isoliert perfundierten Darm
Da bei der Verdauung der proteingebundenen Fura-
zolidonrückstände die Seitenkette des Furazolidons,
AOZ, freigesetzt werden kann, wurde als Erstes un-
tersucht, ob reines AOZ im isoliert perfundierten
Rattendarm resorbiert wird.
Der isoliert perfundierte Darm wurde sowohl in
Untersuchungen zur Physiologie der intestinalen Ab-
sorption (Fisher und Gardner 1974b) als auch
des intestinalen Transports und Metabolismus von
Xenobiotika (Richter und Strugala 1985; Klee
1992) eingesetzt. Ein limitierender Faktor in diesem
Modell ist der fehlende Blutfluss in der Darmwand,
so dass Resorptionsvorgänge vermutlich wesentlich
langsamer als in vivo verlaufen und das Modell kei-
ne Abschätzung der tatsächlichen Transportrate er-
laubt (Gottmanns 1990). Andere intestinale In-
vitro-Systeme wie Enterozytenkulturen oder Bürs-
tensaummembranvesikel spiegeln die physiologische
Situation jedoch ebenfalls unvollkommen wider.
Die Perfusionen mit reinem AOZ zeigten, dass
die Seitenkette des Furazolidons intestinal biover-
fügbar ist. Es scheint, dass AOZ die Darmwand
durch passive Diffusion überwindet, da die Kon-
zentration im Resorbat im Verlauf der zweistün-
digen Perfusion annähernd so hoch wurde wie im
Perfusat (Abb. 4.6 auf Seite 43). Die größte Annä-
herung wurde nach 80 Minuten Perfusion erreicht.
Zu diesem Zeitpunkt betrug die AOZ-Konzentration
im Perfusat 1,02± 0,060   mol/l und im Resorbat
0,89± 0,116   mol/l. Vorangegangene Untersuchun-
gen, bei denen Resorbat nur einmal nach zwei Stun-
den entnommen wurde, deuteten bereits auf passive
Diffusion von AOZ (bis 500   mol/l AOZ) im isoliert
perfundierten Darm hin (Ungemach et al. 1996).
Diese Ergebnisse stimmen mit Befunden von
Stammati et al. (1997) überein, die die passive Dif-
fusion von AOZ in Monolayerkulturen der intestina-
len Zelllinie Caco-2 nachweisen konnten.
Resorptionsstudien mit Furazolidon am isoliert
perfundierten Rattendarm (Klee et al. 1992) und in
Caco-2-Monolayerkulturen (Stammati et al. 1997)
deuteten ebenfalls auf die passive Diffusion der Mut-
tersubstanz hin.
Bei passiver Diffusion ist die absolut resorbierte
Menge proportional zur angebotenen Gesamtmen-
ge (Scheler 1989). Sie ist nicht durch Sättigung
der Transportproteine und unausgereifte Transpor-
ter (bei Säuglingen, Kindern) limitiert und ist weder
hemmbar noch induzierbar. Die Resorption ist viel-
mehr nur von der Passagezeit der Ingesta und von
der Konzentration der gelösten Verbindung an der
Oberfläche der Darmzellen abhängig. Das bedeutet,
dass AOZ nach oraler Gabe in jedem Fall im Darm
zur Resorption kommt. Solange der Verdacht auf
mutagene Wirkungen des AOZ nicht eindeutig wi-
derlegt ist (Kuiper et al. 1997; Zolla et al. 1997),
können Furazolidonrückstände in Lebensmitteln da-




5.2.1 Vitalität isoliert perfundierter
Jejunumsegmente bei
Behandlung mit AOZ
Voraussetzung für die Bewertung der am isoliert per-
fundierten Darm erhobenen Befunde ist der Nach-
weis der funktionellen Integrität der Darmsegmente.
Zu diesem Zweck wurden bei jeder Perfusion die Vi-
talitätsparameter Glukoseanreicherung und Wasser-
fluss bestimmt.
Die Glukoseanreicherung ist ein aktiver und sät-
tigbarer Prozess und nach Wentges Jr. (1991) so-
wohl für die Beurteilung der Vitalität als auch der
Funktionalität des isoliert perfundierten Darms ge-
eignet. Abbildung 4.7 auf Seite 44 verdeutlicht, dass
der isoliert perfundierte Darm Glukose zwei- bis drei-
fach im Resorbat anreichern konnte. Die Glukose-
konzentration verringerte sich daher im Perfusat. Die
zeitabhängigen Messungen zeigten, dass die Trans-
portrate für Glukose zwischen der ersten und zweiten
Stunde wieder abfällt, so dass die Perfusionsdauer
auf zwei Stunden begrenzt wurde.
Dieser allmähliche Vitalitätsverlust zeigte sich
auch beim Wasserfluss (Abb. 4.8 auf Seite 44). Der
Wasserfluss ist nach Wentges et al. (1991) ein sen-
sibel reagierender funktioneller Parameter des iso-
liert perfundierten Darms. Er reagiert nicht nur auf
Schädigungen des Darmepithels, sondern wird auch
durch osmotisch aktive Substanzen im Perfusat be-
einflusst. In den Versuchen zur Resorption von AOZ
zeigte sich am Wasserfluss, dass die isolierten Jeju-
numsegmente funktionsfähig waren.
AOZ (1   mol/l) veränderte den Wasserfluss und
die Glukoseanreicherung im isoliert perfundierten
Darm nicht und war daher nicht akut toxisch. In vor-
angegangenen Untersuchungen hatte AOZ in Kon-
zentrationen bis 200   mol/l keinen Einfluss auf den
Glukosetransport im isoliert perfundierten Darm.
Erst 500   mol/l AOZ reduzierten den Glukosetrans-
port geringfügig (Ungemach et al. 1996).
Dabei muss jedoch berücksichtigt werden, dass
die untersuchten Parameter im Vergleich zu ande-
ren z. B. in zellulären Modellen wesentlich weni-
ger sensitiv sind. So wurden der Wasserfluss und
die Glukoseanreicherung im isoliert perfundierten
Darm erst durch 450   mol/l Furazolidon beeinflusst
(Klee et al. 1992), wohingegen die Koloniebil-
dungsfähigkeit in Caco-2-Monolayerkulturen bereits
durch 22   mol/l Furazolidon beeinträchtigt wurde
(De Angelis et al. 1994). Um den gleichen Effekt
mit AOZ zu erzielen, war eine 1000fach höhere Kon-
zentration erforderlich (Klee et al. 1999). Vermut-
lich war der toxische Mechanismus von AOZ in Caco-
2-Zellen unspezifisch.
Da die Existenz von proteingebundenen Furazoli-
donrückständen in tierischen Lebensmitteln niemals
zu AOZ-Expositionen in millimolarer Konzentration
führt, sind akut toxischen Wirkungen von AOZ im
Darm nicht zu befürchten. Dies gilt nicht für mutage-
ne Wirkungen des AOZ, die bisher nicht zweifelsfrei
ausgeschlossen werden konnten (Kuiper et al. 1997;






Im Hinblick auf das systemische Schicksal von AOZ
wurde seine Biotransformation in Enterozyten und
Hepatozyten sowie in Darm- und Lebermikrosomen
der Ratte untersucht.
In Enterozyten konnten keine Hinweise auf einen
intestinalen Abbau von AOZ gefunden werden. Hin-
gegen nahm in isolierten Hepatozyten die AOZ-
Konzentration innerhalb von 30 Minuten um durch-
schnittlich 12% ab (Abb. 4.9 auf Seite 45), wobei
möglicherweise wegen der geringen Anzahl der Ver-
suche und der variierenden Ausgangskonzentratio-
nen diese Abnahme nicht signifikant war.
Mangelhafte Vitalität der verwendeten Zellen
kann als Ursache für die fehlende Biotransformation
von AOZ ausgeschlossen werden, da sich keine si-
gnifikante Verschlechterung der Vitalitätsparameter
über den Versuchszeitraum zeigte. Als Parameter
dienten bei Hepatozyten der Trypanblau-Test und
die LDH-Aktivität, bei Enterozyten nur die LDH-
Aktivität im Inkubationsmedium (Tab. 4.7 auf Sei-
te 45). In vergleichbaren Versuchen mit isolierten He-
patozyten zeigte sich selbst nach 180 Minuten keine
signifikante Verschlechterung der Anfärbbarkeit der
Zellen mit Trypanblau (Johanssen 1999).
Die geringe Metabolisierung von AOZ stimmt mit
den bekannten Daten über die Biotransformation der
Muttersubstanz überein, bei der ein Abbau der Sei-
tenkette unbedeutend zu sein scheint, da die bekann-
ten Metaboliten des Furazolidons alle aus der Reduk-
tion der Nitrogruppe hervorgehen. Die Seitenkette
scheint kein Substrat für Fremdstoff metabolisieren-
de Enzyme darzustellen. Dafür spricht auch die gute
Wasserlöslichkeit des AOZ, welche eine renale Aus-
scheidung des unveränderten Moleküls ermöglicht.
Auch bei Inkubation von Rattenlebermikrosomen
kam es nur zu einer begrenzten jedoch signifikanten
Verringerung der AOZ-Konzentration um 18,4% im
Vergleich zu Kontrollen.
Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen,
dass AOZ aus proteingebundenen Rückständen
durch Verdauungsprozesse freigesetzt wird und bio-
verfügbar ist. Es wird möglicherweise in geringem
Maße in der Leber verstoffwechselt. Der Hinweis auf
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einen hepatischen Abbau von AOZ ist insofern von
Bedeutung, als bis heute nicht sicher ausgeschlossen
werden kann, dass AOZ zu dem mutagenen (Bos
et al. 1983; Neis et al. 1986) und karzinogenen (In-
nes et al. 1969) β-Hydroxyethylhydrazin abgebaut
wird (Hunder et al. 1987; Vroomen et al. 1986;






In der vorliegenden Arbeit wurde die Resorption von
komplexem biologischen Material in Form von pro-
teingebundenen Arzneimittelrückständen im isoliert
perfundierten Darm untersucht.
Vorab wurden Versuche zur Verträglichkeit pro-
teinhaltiger Perfusionsmedien in diesem Modell
durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass Proteinkonzen-
trationen im Perfusat von 0,5mg/ml eine deutliche
Reduktion des Wasserflusses verursachten (Versu-
che nicht dargestellt). Daher war bei Verwendung
der mikrosomalen verdauten Rückstände die maxi-
mal mögliche Konzentration an proteingebundenen
Rückständen im Perfusat 1,25   mol/l, gemessen als
NBAOZ bzw. 0,1mg Protein pro Milliliter.
Das Ziel dieser Untersuchung war es, einen Ein-
blick in das gastrointestinale Schicksal von protein-
gebundenen Arzneimittelrückständen zu gewinnen.
Native Rückstände aus tierischen Geweben werden
in Standardmodellen für Toxizitätsstudien insbeson-
dere wegen der geringen Gewebskonzentrationen der
gebundenen Rückstände und der Intoleranz biolo-
gischer In-vitro-Systeme für komplexes biologisches
Material selten eingesetzt. In der vorliegenden Ar-
beit wurde ebenfalls auf
”
natürliche“ Rückstände
verzichtet, sondern es wurden Rückstände in Leber-
mikrosomen in vitro hergestellt. Vorteilhaft sind da-
bei die weniger komplexe Matrix und die hohe Kon-
zentration der Rückstände im mikrosomalen Pro-
tein, die im Bereich von 2000 ppm lag (Kluge et al.
1996). Im Gegensatz dazu betrug die Konzentration
an nicht extrahierbarer Radioaktivität in der Mus-
kulatur von Ferkeln, die zehn Tage lang mit 14C-
Furazolidon in therapeutischer Dosierung behandelt
wurden etwa 2 ppm unmittelbar nach der letzten
Applikation und 1 ppm nach 14 Tagen Wartezeit




Rückstände ist jedoch nur dann gerechtfertigt,
wenn davon ausgegangen werden kann, dass sie
strukturell natürlichen Rückständen gleichen und
dass sie an die gleichen Makromoleküle gebunden
sind wie in vivo. Für diese Annahme spricht, dass
der Metabolismus in vivo und in vitro durch die-
selben Enzyme in der Umgebung der Mikrosomen
stattfindet. Darüber hinaus konnte eine weitgehende
Übereinstimmung der zeit- und dosisabhängigen
Bildung gebundener Rückstände in vivo (Vroomen
et al. 1986) und in vitro in Mikrosomen (Vroomen
et al. 1987a) und in Hepatozyten (Hoogenboom
et al. 1991a) gezeigt werden. Mikrosomen haben
gegenüber Zellen den Nachteil, dass sie nur einen
Teil des komplexen zellulären Stoffwechselapparates
darstellen, der zudem aus seiner strukturellen
intrazellulären Organisation gelöst wurde. Für
reaktive Intermediate stehen als Bindungspartner
daher ausschließlich die mikrosomalen Proteine zur
Verfügung. Proteingebundene Rückstände stellen
jedoch quantitativ die größte Fraktion persistieren-
der Rückstände dar, so dass Bindungen außerhalb
des endoplasmatischen Retikulums z. B. an Nuklein-
säuren zwar von toxikologischer Relevanz aufgrund
ihrer mutagenen und karzinogenen Wirkungen für
das Wirtstier sind, für die Beurteilung der sekun-
dären Verfügbarkeit von gebundenen Rückständen
eine quantitativ unbedeutende Rolle spielen.
Die proteingebundenen Rückstände wurden ent-
sprechend Abschnitt 3.2.4 auf Seite 18 unter Verwen-
dung von Salzsäure und Pronase E verdaut. Prona-
se E ist ein bakterielles Enzym, das aus Streptomyces
griseus gewonnen wird und in Proteinen die Säure-
amidbindung zwischen Aminosäuren mit Ausnahme
von Glycylglycin- und Glycylprolinbindungen spal-
tet (Smyth 1967). Sie greift am C- und N-terminalen
Ende an und besitzt neben dieser Exo- auch Endo-
proteaseaktivität (Nomoto et al. 1960b; Naraha-
shi et al. 1968). Daher kann bei Verwendung von
Pronase E mit einer hohen Ausbeute an Protein-
spaltprodukten bis hin zu Aminosäuren gerechnet
werden (Nomoto et al. 1960a; Smyth 1967).
Die biologische Funktion der Pronase E besteht
darin, die Invasion der Bakterien in den Wirtsorga-
nismus zu unterstützen. Ein denaturiertes Protein
wie die säuregefällten Rückstände ist kein natürli-
ches Substrat des Enzyms. Pronase E wird jedoch
seit langem zur experimentellen Proteolyse verwen-
det (Nomoto und Narahashi 1959) und ist wegen




spezifischen Proteasen (Hill 1965).
Im Anschluss an die Verdauung wurde Prona-
se E mittels Ultrafiltration durch einen 5000-Dalton-
Filter entfernt, um sicherzustellen, dass die verdau-
ten Rückstände frei von proteolytischer Aktivität
sind. Bei der Ultrafiltration mussten Proteinverlus-
te in Höhe von 22% in Kauf genommen werden.
Der Verlust an gebundenen Rückständen betrug et-
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wa 32% (Kluge 1997).
Die verdauten Rückstände im Ultrafiltrat unter-
schieden sich von den unverdauten Rückständen in-
sofern, als die Seitenkette des Furazolidons während
der Verdauung in nicht geringem Ausmaß freigesetzt
wurde. Somit entsteht durch die Verdauung ein neu-
er Rückstand, der nicht im Ausgangsmaterial ent-
halten ist. Die Spaltung der Azomethinbindung des
Furazolidons unter sauren Bedingungen war bereits
vom Paul et al. (1960a) postuliert worden, die Ni-
trofuralaldehyd im Plasma furazolidonbehandelter
Hunde nachgewiesen hatten. Die Säurehydrolyse von
Furazolidon liefert Nitrofuraldehyd und 3-Amino-2-
oxazolidinon (siehe Abb. 4.1 auf Seite 38). Im Ul-
trafiltrat befinden sich daher wahrscheinlich die drei
folgenden Rückstandstypen:
1. freies AOZ,
2. der an Protein-, Peptid- oder Aminosäuren ge-
bundene Furanring des Furazolidons ohne Sei-
tenkette und
3. der ursprüngliche proteingebundene Rückstand
bestehend aus Furanring und Seitenkette.
Die Perfusion mit Ultrafiltrat zeigte, dass die pro-
teingebundenen Rückstände die Darmwand nicht
überwinden konnten im Gegensatz zu AOZ, welches
bei der Verdauung freigesetzt worden war. Perfusat-
proben zeigten deutliche Unterschiede im Gehalt an
NBAOZ nach 30-minütiger und 24-stündiger Deriva-
tisierung. Nach Verdauung und Ultrafiltration lagen
zirka 80% der Rückstände als freies AOZ und zir-
ka 20% der Rückstände in der ursprünglichen Form
vor. Im Resorbat wurden gleiche Mengen NBAOZ
nach 30-minütiger und 24-stündiger Derivatisierung
gemessen, so dass hier offensichtlich nur freies AOZ
vorhanden war (Abb. 4.12 auf Seite 46).
Eine nicht unwesentliche Frage ist, ob das freie
AOZ im Resorbat nur aus freiem AOZ im Perfusat
stammt, oder ob AOZ bei der Passage eines pro-
teingebundenen Rückstandes durch die Darmwand
abgespalten worden sein könnte.
Bei ausschließlicher Resorption von freiem AOZ
müsste sich der proteingebundene Rückstand im ver-
bleibenden Perfusat aufkonzentrieren. Während ei-
ner zweistündigen Perfusion transportiert das iso-
lierte Darmsegment ca. drei Milliliter Flüssigkeit,
so dass das Perfusatvolumen sich theoretisch von
50 Milliliter auf 47 Milliliter, d. h. um 6% verringert.
Bei einer Ausgangskonzentration von 0,25   mol/l ge-
bundenen Rückständen wäre ein Konzentrationsan-
stieg auf 0,266   mol/l zu erwarten. Ein derartiger ge-
ringer Konzentrationsanstieg war unter den gewähl-
ten Versuchsbedingungen nur schwer möglich und
hätte nur durch eine deutlich größere Zahl von Per-
fusionen erfolgen können, als sie im Rahmen der Ar-
beit möglich war. Eine Verlängerung der Perfusions-
dauer zur Erhöhung des sezernierten Flüssigkeitsvo-
lumen war nicht machbar, um den Konzentrations-
anstieg zu verdeutlichen, da die Darmsegmente nur
über einen kurzen Zeitraum vital sind (siehe 5.2.1
auf Seite 54). Daher erlaubt die Messung der Kon-
zentration von Rückständen im Perfusat keine siche-
re Aussage über ihre intestinale Resorption.
Auch die Bestimmung der Proteinmenge im Re-
sorbat erwies sich als ungeeignet zur Klärung die-
ser Frage. Geht man vereinfachend davon aus, dass
die Proteinspaltprodukte im Ultrafiltrat ungehindert
durch die Darmwand diffundieren, dann müßte der
Proteingehalt im Resorbat um 0,1mg/ml ansteigen.
Jedoch zeigte sich bei Kontrollversuchen, dass der
Proteingehalt im Resorbat anfänglich 7mg/ml be-
trug und sich während der zweistündigen Perfusion
auf 1,5mg/ml reduzierte. Der indirekte Nachweis der
Absorption proteingebundener Rückstände war da-
her wegen des hohen und variablen Gehalts an un-
spezifischem Protein im Resorbat nicht möglich.
Auch der Verlauf der Proteinkonzentration im
Perfusat lässt außer der homogenen Verteilung des
verdauten rückstandshaltigen Proteins keine Aussa-
ge auf die Absorption proteingebundener Rückstän-
de zu.
Wie oben erwähnt, schließt der Nachweis von frei-
em AOZ im Resorbat nicht aus, dass peptidgebunde-
ne Rückstände von Enterozyten aufgenommen und
aufgespalten werden, so dass im Enterozyten AOZ
freigesetzt wird und ins Resorbat übertritt. Es gibt
jedoch bisher keine Hinweise darauf, dass die Sei-
tenkette des Furazolidons metabolisch abgespalten
wird. Dies ist vermutlich auch der Grund dafür, dass
die gebundenen Rückstände immer die intakte Sei-
tenkette des Furazolidon enthalten.
Insgesamt ist es sehr unwahrscheinlich, dass En-
terozyten proteingebundene Rückstände aufnehmen
und intrazellulär daraus AOZ abspalten. Daraus
folgt, dass das freie AOZ im Resorbat wahrschein-
lich ausschließlich von freiem AOZ aus dem Perfusat
stammt und dass die proteingebundenen Rückstän-
de im isoliert perfundierten Darm nicht resorbiert
werden.
Diese Vermutung wird durch Untersuchungen
von Klee et al. (1999) gestärkt. Sie konnten bei
Transportstudien mit radioaktiv markierten Fura-
zolidonrückständen (14C im Furanring) keine Ra-
dioaktivität im Akzeptorkompartiment von Caco-
2-Monolayerkulturen nachweisen. Diese Beobach-
tung bestätigte sich bei Verwendung nichtmarkier-
ter Rückstände. Auch hier konnte nur die Absorp-
tion freien AOZ nachgewiesen werden. Sie schlussfol-
gerten, dass Größe und Hydrophilie der gebundenen
Rückstände ein Hindernis für den Durchtritt durch
tight junctions ebenso wie durch die Lipidmembran
darstellen und daher keine Resorption stattfindet.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, daß
AOZ durch Verdauungsprozesse in vitro aus pro-
teingebundenen Furazolidonrückständen freigesetzt
wird. Gleiches könnte sich während der Verdauung
im Gastrointestinaltrakt ereignen. Freies AOZ ist
im isoliert perfundierten Darm bioverfügbar, und es
spricht kein Grund gegen die Bioverfügbarkeit von
AOZ in vivo. Die intestinale Absorption gebundener
Rückstände konnte im isoliert perfundierten Darm
nicht nachgewiesen werden.
Da es für die Absorption von Peptiden aus ver-
dauten Nahrungsproteinen Belege gibt (Gardner
1975, 1978; Gardner et al. 1991; Seal und Par-
ker 1991; Sleisenger et al. 1977;Webb Jr. 1986),
ist der fehlende Nachweis der Absorption gebunde-
ner Rückstände in der vorliegenden Arbeit überwie-
gend methodisch begründet und liefert keinen siche-
ren Beweis, dass gebundene Rückstände tatsächlich
nicht bioverfügbar sind.
Kovalente Bindung ist offensichtlich nicht der
Endpunkt im Prozess der Rückstandsbildung, wie es
Rico undBurgat-Sacaze (1984);Arnold (1990);
Burgat-Sacaze und Rico (1990) postulierten. Es
können neue Moleküle aus gebundenen Rückständen
hervorgehen, die bioverfügbar sein können und bei
der Sicherheitsbewertung von Arzneimittelrückstän-




Zur Verifizierung der In-vitro-Befunde wurde die
Bioverfügbarkeit gebundener Furazolidonrückstände
bei Ratten untersucht. Bei diesen Versuchen wur-
den die gleichen Rückstände verwendet, wie in den
In-vitro-Versuchen. Sie wurden jedoch nicht ver-
daut, sondern nach der Extraktion in Wasser suspen-
diert. Diese Rückstandssuspension wurde den Tie-
ren direkt oder in Fertigfutter eingearbeitet verab-
reicht. In beiden Fällen erhielten die Versuchstiere
demnach ausschließlich gebundene Rückstände, oh-
ne freies AOZ.
5.5.1 Schlundsondenapplikation
Nach der Applikation von jeweils 300 nmol gebunde-
nen Rückständen wurden in sämtlichen Proben eines
Tieres zwischen 231 nmol und 336 nmol Rückstände
gemessen. Dies entspricht einer Wiederfindung von
77% bis 112%. Es konnte daher angenommen wer-
den, dass im Tierkörper keine Reaktionen stattge-
funden hatten, die die Rückstände derart verändert
hätten, dass sie nicht mehr als NBAOZ nachweis-
bar sind. Die Rückstände befanden sich zu allen Tö-
tungszeitpunkten überwiegend im Magen (bezogen
auf die tatsächlich wiedergefundene Menge durch-
schnittlich 76% nach einer Stunde, 78,5% nach zwei
Stunden und 69% nach vier Stunden). Der Ver-
dauungsprozess war demnach zu diesen Zeitpunkten
noch in der Anfangsphase. Von den im Magen be-
findlichen Rückständen lagen im Mittel nach einer
Stunde 14,5% als freies AOZ vor, nach zwei Stun-
den 16,5% und nach vier Stunden 18%. Die in vi-
tro beobachtete säurehydrolytische Abspaltung von
AOZ fand also auch in vivo statt. Im Dünndarm
war der Anteil des freien AOZ am Gesamtrückstand
noch größer. Er stieg von durchschnittlich 43% nach
einer Stunde auf 77% nach vier Stunden. Demzu-
folge steht nach oraler Aufnahme von ausschließ-
lich proteingebundenen Furazolidonrückständen im
Darm ein erheblicher Teil des Rückstandes als freies
AOZ zur Verfügung, das zumindest in vitro intesti-
nal bioverfügbar ist.
Obwohl der Versuch aufgrund der frühen Tötung
der Versuchstiere nur bedingt aussagekräftig ist, ist
die Annahme berechtigt, dass AOZ auch in vivo
resorbiert wurde. Im Urin konnte nämlich bei al-
len Tieren AOZ gemessen werden. Die absoluten
Mengen waren zwar gering, aber ausreichend si-
cher quantifizierbar. Darüber hinaus war ein Anstieg
des mittleren AOZ-Gehalts von weniger als 0,1 nmol
nach einer Stunde und 0,5 nmol nach zwei Stunden
auf 1,3 nmol nach vier Stunden festzustellen. AOZ
konnte jedoch in anderen Körperflüssigkeiten und -
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geweben nicht gemessen werden. Zusammenfassend
können drei Befunde festgehalten werden:
1. aus gebundenen Furazolidonrückständen wird
durch Verdauungsprozesse AOZ freigesetzt,
2. AOZ ist intestinal bioverfügbar,
3. AOZ wird (zumindest teilweise) in unveränder-
ter Form renal eliminiert.
5.5.2 Applikation über das Futter
Die Rückstände wurden in handelsübliche Pellets
eingearbeitet und über Nacht als alleiniges Futter
angeboten. Zwei Tiere erhielten Pellets mit reinem
AOZ. Wegen des unterschiedlichen Futterverbrauchs
nahmen die Tiere in diesem Versuch ungleiche Men-
gen AOZ bzw. gebundene Rückstände auf (Tab. 4.9
auf Seite 49). Bezogen auf den durchschnittlichen
AOZ- bzw. Rückstandsgehalt des angebotenen Fut-
ters betrugen die aufgenommenen Mengen 378 nmol
bzw. 371 nmol AOZ und 416 nmol bzw. 376 nmol ge-
bundene Rückstände.
Die Analyse der unverzehrten Futterreste er-
gab jedoch deutlich geringere Konzentrationen an
AOZ/Rückständen, als die aufgrund der Einwaage
bei der Herstellung des Futters zu erwarten waren.
Legt man diese Konzentration zugrunde, dann wä-
ren deutlich geringere Mengen aufgenommen wor-
den, nämlich 195 nmol bzw. 191 nmol AOZ und
260 nmol bzw. 236 nmol gebundene Rückstände. Be-
rechnet man den prozentualen Anteil des jeweils klei-
neren Werts am größeren, dann ergibt sich im Fal-
le von AOZ 52% bzw. 51%, im Falle von gebun-
denen Rückständen bei beiden Tieren 63%. Diese
Gleichförmigkeit lässt auf einen systematischen Feh-
ler schließen, z. B. eine schlechte Wiederfindung des
Analyten in der komplexen Matrix. Die Fehlerquel-
le konnte aber letztlich nicht ausfindig gemacht wer-
den. Da die aufgenommene Menge nicht quantifiziert
werden konnte und die Wiederfindung der Rückstän-
de im Tierkörper gering war (25% bis 26% der aufge-
nommenen Menge, bezogen auf den jeweils kleinsten
Wert), wurden aus diesem Versuch keine quantitati-
ven Aussagen abgeleitet.
In diesem Versuch war der größte Teil des Fut-
ters zum Zeitpunkt der Tötung bereits im Dünn-
darm angekommen (Tab. 4.10 auf Seite 50). Sowohl
im Magen als auch im Darm der mit gebundenen
Rückständen gefütterten Tiere wurden freies AOZ
und gebundene Rückstände gefunden, wobei wieder-
um im Darminhalt der Anteil des freien AOZ am
Gesamtrückstand höher war als im Mageninhalt.
Auch in diesem Versuch zeigte sich, dass freies
AOZ resorbiert und renal eliminiert wurde. AOZ
wurde bei allen Tieren im Plasma detektiert und
nach Verfütterung der AOZ-haltigen Pellets auch in
der Leber. In anderen Geweben konnte es nicht nach-
gewiesen werden.
Bei der Messung von NBAOZ in Körperflüssig-
keiten und Geweben traten zum Teil Unterschiede
zwischen C0A und C24 h zutage, und zwar sowohl bei
Verfütterung von AOZ als auch von Rückständen.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass im Tierkörper
gebundene Rückstände vorhanden waren, die entwe-
der aus dem Gastrointestinaltrakt resorbiert worden
oder durch Bindung von AOZ entstanden waren. Ge-
gen diese Annahme sprechen folgende Gründe: Da
die Bestimmungen von C0A und C24 h bei Tieren, die
rückstandshaltiges Futter bekommen hatten, bis auf
eine Ausnahme (Urin Tier 9) ähnlich schwankten wie
bei Tieren, die AOZ erhalten hatten, ist es wahr-
scheinlich, dass nur freies AOZ resorbiert wurde und
bioverfügbar ist.
Sollte AOZ in peripheren Geweben und Körper-
flüssigkeiten erneut gebunden werden, dann müsste
es in einen reaktiven Zustand versetzt werden. Die
Untersuchungen zur Biotransformation von AOZ in
Darm- und Leberzellen bzw. -mikrosomen zeigen je-
doch, dass AOZ kaum oder gar nicht metabolisiert
wird.
In den Fütterungsversuchen wurde nur wenig AOZ
jenseits des Gastrointestinaltrakts (d. h. in Geweben,
Organen und Körperflüssigkeiten der Ratten) gefun-
den. Ein Grund für die geringe Resorption ist die
langsame Verdauung des Futters bei Ratten, die zum
Zeitpunkt der Tötung der Tiere offensichtlich nicht
abgeschlossen war, da noch erhebliche Mengen Nah-
rungsbrei in den oberen Abschnitten des Gastroin-
testinaltraktes gefunden wurden. Ein weiterer Grund
könnte die schlechte Wiederfindung von AOZ in der
komplexen Gewebsmatrix sein. Hierfür spricht auch
die erhebliche Differenz zwischen den Mengen AOZ
bzw. Rückstände, die in das Futter gemischt worden
waren, und den tatsächlich in Futter und Tierkörper
wiedergefundenen Mengen.
Im Portalblut von Ratten, die Schweineleber mit
Furazolidonrückständen erhalten hatten, konnten
Kuiper et al. (1997) kein AOZ mittels HPLC nach-
weisen. In einer weiteren Studie wurde die homoge-
nisierte Schweineleber1 intragastral an Ratten ver-
abreicht, dabei konnte NBAOZ nach sechs Stunden
im Plasma mittels Massenspektrometrie nachgewie-
sen werden. Die Arbeit erlaubt keine quantitative
Aussage zur Resorption der Rückstände. In der Le-
ber der Ratten fanden sich gebundene Metaboliten,
aus denen AOZ freigesetzt werden konnte. Dies be-
gründet den Verdacht, dass Furazolidonrückstände
zu reaktiven, kovalent bindenden Intermediaten ak-
tiviert werden könnten.
1Die Schweine wurden mit therapeutischen Furazolidondo-
sen behandelt und unmittelbar nach der letzten Applika-
tion getötet.
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Untersuchungen von McCracken und Kenne-
dy (1997a) deuteten ebenfalls darauf hin, dass Fu-
razolidonrückstände in Ratten nach oraler Gabe wie-
der gebunden werden können. Die Autoren führ-
ten dies auf einen von Vroomen et al. (1988)
beschriebenen Furazolidonmetaboliten, ein reakti-
ves offenkettiges Acrylonitrilderivat, zurück, das re-
versibel an Thiole binden kann. Aus Acrylonitril-
Protein-Konjugaten könnte im Gastrointestinaltrakt
das Acrylonitrilderivat freigesetzt und resorbiert
werden und erneut Proteinkonjugate bilden. Eine
andere Möglichkeit sahen sie in der Aufspaltung
des Acrylonitril-Protein-Konjugates in Acrylonitril-
Peptid-Fragmente und deren Absorption und Einbau
in Proteine.
Auch bei Untersuchungen mit Benzimidazolen
verblieben 86% bzw. 72% der verabreichten radio-
aktiv markierten Rückstände von 14C-Cambendazol
im Gastrointestinaltrakt bzw. den Faeces der Rat-
ten. 6,3% der Radioaktivität wurden im Urin wie-
dergefunden (Baer et al. 1977).
Für eine valide Aussage zur Bioverfügbarkeit von
Furazolidonrückständen bei Ratten ist die Berück-
sichtigung weiterer Daten erforderlich. Dazu gehö-
ren:
  der Rückstandsgehalt in Dickdarm- und Rek-
tuminhalt,
  der Rückstandsgehalt in sämtlichen Ausschei-
dungen der Tiere bis zur Tötung,
  Analysen über einen Zeitraum, der die vollstän-
dige Verdauung der Rückstände gewährleistet.
Mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten
Experimenten zur Bioverfügbarkeit gebundener Arz-
neimittelrückstände konnte aber bereits gezeigt wer-
den, dass proteingebundene Arzneimittelrückstände
im Gastrointestinaltrakt modifiziert werden können,
wodurch neue chemische Substanzen entstehen. Ihre
Bioverfügbarkeit und Biotransformation sowie ihre
Toxizität sind im Einzelfall zu prüfen. Des Weite-
ren zeigen die Ergebnisse, dass die kovalente Bin-
dung offensichtlich nicht den Endpunkt im Prozess
der Rückstandsbildung darstellt, wie es einige Auto-
ren postulieren (Rico und Burgat-Sacaze 1984;
Arnold 1990; Burgat-Sacaze und Rico 1990).
Im Fall von Furazolidon ist die wasserlösliche Sei-
tenkette ein
”
neuer“ Metabolit, der partiell biover-
fügbar ist und nur in geringem Maße verstoffwechselt
wird. Die Ausscheidung erfolgt vermutlich überwie-
gend renal. Der proteingebundene Rückstand, der
die saure Hydrolyse imMagen übersteht, scheint hin-
gegen im Darm nicht in nennenswerten Maße resor-
biert zu werden.
Diese Erkenntnisse konnten sowohl aus den Per-
fusionsversuchen als auch aus den Fütterungsversu-
chen abgeleitet werden. Während quantitative Aus-
sagen aus methodischen Gründen nicht gemacht wer-
den konnten, bleibt festzuhalten, dass mit den ver-
wendeten In-vitro-Modellen eine qualitative Aussa-
ge über das Schicksal proteingebundener Rückstände
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Aus der Anwendung von Arzneimitteln bei Le-
bensmittel liefernden Tieren erwächst das Problem
der Rückstandsbelastung tierischer Lebensmittel.
Bei der Sicherheitsbewertung von Rückständen im
Rahmen der Zulassung von Tierarzneimitteln wird
der Aspekt des Einflusses von Verdauungsprozessen
auf die Struktur und Bioverfügbarkeit von Rückstän-
den beim Endverbraucher Mensch bisher nicht be-
rücksichtigt.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das präsys-
temische Schicksal proteingebundener Arzneimittel-
rückstände zu untersuchen.
Da native Arzneimittelrückstände nach Art und
Menge schwer zu erfassen sind, wurde mit halbsyn-
thetischen Rückständen gearbeitet, die durch Inku-
bation von Rattenlebermikrosomen mit der Modell-
substanz Furazolidon gebildet wurden. Nach der In-
kubation wurden freie und schwach gebundene Me-
taboliten durch Lösungsmittelextraktion entfernt,
um nur die fest an Proteine gebundenen Rückstände
zu gewinnen. Diese proteingebundenen Rückstände
wurden in vitro mithilfe von Salzsäure und der bak-
teriellen Protease Pronase E verdaut. Die intestina-
le Bioverfügbarkeit der verdauten Rückstände wurde
im isoliert perfundierten Darm untersucht. Zur Veri-
fizierung der In-vitro-Befunde wurde die Bioverfüg-
barkeit der gebundenen Furazolidonrückstände au-
ßerdem bei Ratten untersucht.
Der quantitative Nachweis der proteingebunde-
nen Furazolidonrückstände erfolgte hochdruckflüs-
sigkeitschromatographisch. Es wurden nur Rück-
stände erfasst, die die intakte Seitenkette des Furazo-
lidons, das 3-Amino-2-oxazolidinon (AOZ), enthiel-
ten. Der Nachweis erfordert eine Derivatisierung des
AOZ mit Nitrobenzaldehyd unter sauren Bedingun-
gen. Während der Derivatisierung wird AOZ aus
den Rückständen säurehydrolytisch freigesetzt. In
der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwi-
ckelt, die die sichere Unterscheidung zwischen freiem
und gebundenem AOZ ermöglicht, da AOZ auch bei
der Verdauung der Rückstände abgespalten wird.
Nach In-vitro-Verdauung wurden zirka 80% der
Rückstände als freies AOZ und nur noch 20% in der
ursprünglichen gebundenen Form gemessen.
Perfusionsversuche mit reinem AOZ zeigten, dass
die Seitenkette des Furazolidons intestinal bioverfüg-
bar ist. Es scheint, dass AOZ die Darmwand durch
passive Diffusion überwindet, da sich im Verlauf der
zweistündigen Perfusion in der resorbierten Flüssig-
keit eine AOZ-Konzentration aufbaute, die annäh-
rend so hoch war wie im Perfusionsmedium.
Untersuchungen zur Biotransformation von AOZ
in isolierten Enterozyten und Rattendarmmikroso-
men gaben keine Hinweise auf einen intestinalen Ab-
bau des AOZ. Hingegen deuteten ein geringfügiger
Abfall von AOZ in isolierten Hepatozyten und ein li-
mitierter, jedoch signifikanter Abfall in Rattenleber-
mikrosomen auf hepatische Verstoffwechselung hin.
Die Perfusion mit verdauten Furazolidonrück-
ständen zeigte, dass proteingebundene Rückstände
die Darmwand mit großer Wahrscheinlichkeit nicht
überwinden konnten. Im Unterschied dazu wurde
das während der Verdauung freigesetzte AOZ resor-
biert.
Fütterungsversuche mit Ratten zeigten, dass auch
die natürliche Verdauung zur Freisetzung von AOZ
aus Rückständen führt. Messungen in Geweben, Or-
ganen und Körperflüssigkeiten der Ratten ergaben,
dass wahrscheinlich nur freies AOZ resorbiert wird,
jedoch keine proteingebundenen Rückstände resor-
biert werden und dass AOZ in unveränderter Form
renal eliminiert werden kann. Quantitative Aussagen
ließen sich aus den Versuchen nicht ableiten.
Aus den Befunden wurde geschlossen, dass pro-
teingebundene Arzneimittelrückstände im Gastro-
intestinaltrakt modifiziert werden können, so dass
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6. Zusammenfassung
Verbindungen entstehen, die im tierischen Produkt
noch nicht vorhanden sind. Die kovalente Bindung
ist offensichtlich nicht der Endpunkt im Prozess der
Rückstandsbildung, wie es einige Autoren postulier-
ten. Die neuen Moleküle können bioverfügbar sein.
Bei der Sicherheitsbewertung von Arzneimittelrück-
ständen kann nicht a priori angenommen werden,
dass sie pharmakologisch oder toxikologisch unwirk-
sam sind, da sie eliminiert werden müssen und wahr-
scheinlich auch biotransformiert werden.
Im Fall von Furazolidon ist die wasserlösliche Sei-
tenkette AOZ ein
”
neuer“ Metabolit, der partiell bio-
verfügbar ist und möglicherweise in geringem Ma-
ße verstoffwechselt wird. Die Ausscheidung erfolgt
renal, eventuell auch über andere Wege. Der Teil der
proteingebundenen Rückstände, der die saure Hy-
drolyse im Magen übersteht, scheint hingegen im
Darm nicht in nennenswerten Maße resorbiert zu
werden. Dies könnte auch für den proteingebunde-
nen Restrückstand, der nach Abspaltung von AOZ
übrig bleibt, gelten.
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass mit
den verwendeten In-vitro-Modellen eine qualitati-
ve Aussage über das Schicksal proteingebundener
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The use of veterinary drugs in food producing ani-
mals gives rise to contamination of animal food with
drug residues. At present, the influence of diges-
tion on structure and bioavailability of residues in
humans has not been considered within the scope of
safety evaluation of residues during veterinary drug
authorization.
The aim of this study is the investigation of the
presystemic fate of protein-bound drug residues.
Since native drug residues are difficult to analyze,
hemi-synthetic residues generated by incubating rat
liver microsomes with furazolidone as a model com-
pound were used in this study. Following incuba-
tion, free and weakly bound metabolites of furazoli-
done were removed by solvent extraction leaving be-
hind only those residues which are tightly bound
to protein. These protein-bound residues were di-
gested in vitro with hydrochloric acid and the bacte-
rial protease pronase E. The intestinal bioavailability
of digested residues was tested in the isolated per-
fused gut system. Furthermore, the bioavailability
of bound residues of furazolidone was investigated
in rats in order to verify the in vitro findings.
Protein-bound furazolidone-residues were ana-
lyzed by a high pressure liquid chromatography
method which specifically detects the side chain
of furazolidone, the 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ).
The analysis requires derivatization of AOZ with ni-
trobenzaldehyde under acid conditions. As a result
AOZ is hydrolyzed from bound residues. Since AOZ
may be released also during digestion of residues, a
method of distinguishing free from bound AOZ was
developed.
Following in vitro digestion, approximately 80%
of the residues were found to be free AOZ, while
20% were still bound to protein.
AOZ was shown to be bioavailable in the intes-
tine in in vitro perfusion experiments. AOZ appar-
ently passed the gut wall by passive diffusion as in-
dicated by its concentration in the absorbed fluid
which approximated the concentration in the perfu-
sion medium during the perfusion time of two hours.
While no indications of intestinal metabolism of
AOZ were found in experiments with isolated gut
cells and rat gut microsomes, hepatic biotransfor-
mation became evident by a slight decrease of AOZ
in isolated hepatocytes and a moderate although sig-
nificant decrease in rat liver microsomes.
It is very likely that protein-bound residues did
not pass the gut wall as infered from perfusion ex-
periments with digested bound residues. In contrast,
AOZ which was released from residues during diges-
tion was absorbed in the isolated perfused gut model.
Feeding experiments with rats revealed that AOZ
was released from residues also by native digestion.
The analysis of tissues, organs, and body fluids of
rats fed with bound residues suggested that free AOZ
but not protein-bound residues are absorbed. Free
AOZ will be eliminated unchanged by the kidneys.
Quantitative conclusions could not be drawn from
these experiments.
The results indicate the possibility of modification
of bound residues in the gastrointestinal tract lead-
ing to new compounds which were not in the origi-
nal foodstuff. Obviously covalent binding is not the
endpoint of residue formation as claimed by some
authors. The new molecules can become bioavail-
able. For safety assessment, drug residues cannot
be generally considered to be pharmacologically or
toxicologically ineffective, since they have to be elim-
inated and possibly will be metabolized.
In the case of furazolidone, the water-soluble side
chain AOZ represents a
”
new“ metabolite which is at
least partly bioavailable and possibly metabolized to
a limited extent. AOZ undergoes renal and perhaps
other routes of elimination. Protein-bound residues
of furazolidone which resist acid hydrolysis in the
stomach do not seem to be significantly absorbed
in the intestine. This could also apply to that part
of the furazolidone residue which remains bound to
protein after release of AOZ.
Thus, the in vitro methods used in this work al-
low to qualitatively predict the fate of food-derived
bound residues in consumers.
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A Anhang




Propranolol Lebermikrosomen Ratte Masubuchi et al. (1994)
Antihistaminika
Tripelenamina Lebermikrosomen Corsini et al. (1972)
Inhalationsnarkotika
Halothan Lebermikrosomen Ratte van Dyke und Gandolfi (1974);
Gandolfi et al. (1980)
Lebermikrosomen Kaninchen Uehleke et al. (1973)
Chloroform Maus, Ratte; Lebermikrosomen
Maus, Ratte, Kaninchen,
Mensch
Uehleke und Werner (1975)
Maus, Leber- und
Nierenmikrosomen Maus
Ilett et al. (1973)




Nagamatsu et al. (1983)
Nichtsteroidale Antiphlogistika
Paracetamol Maus Bartolone et al. (1988); Bulera et al.
(1995); Emeigh Hart et al. (1994);
Hoffmann et al. (1985); Jollow et al.
(1973); Manautou et al. (1994); Mudge
et al. (1978); Pumford et al. (1989);
Smith et al. (1984)
Ratte McMurtry et al. (1978); Mudge et al.
(1978)
Lebermikrosomen Maus Buckpitt et al. (1979); Bulera et al.
(1995); Hoffmann et al. (1985); Potter
et al. (1973)
Lebermikrosomen Ratte Potter et al. (1973); Younes und
Siegers (1980)
Hepatozytenkultur Maus Bulera et al. (1995)
Hamster, Lebermikrosomen
Hamster
Miller und Jollow (1984)







Diclofenac Hepatozytenkultur Ratte Kretz-Rommel und Boelsterli
(1994b)
Lebermikrosomen Ratte Kretz-Rommel und Boelsterli
(1994a)
Diflunisal Mensch (Plasmaprotein) McKinnon und Dickinson (1989)
humanes Plasmaprotein Williams und Dickinson (1994)
Acetylsalicylsäure Mensch (humanes
Plasmaprotein)
Dickinson et al. (1994)
Salicylsäure humanes Serumalbumin Dickinson et al. (1994)
Phenylbutazon Lebermikrosomen Corsini et al. (1972)
Tolmetin Mensch (Plasmaproteine) Hyneck et al. (1988)
Carprofen Mensch Benet und Spahn (1988)
humanes Serumalbumin Iwakawa et al. (1990)
Zomepirac Mensch, humanes
Plasmaprotein
Smith et al. (1986)
Antikonvulsiva/Antiepileptika
Phenytoina Embryonen Maus Ozolins et al. (1995)
Lebermikrosomen Corsini et al. (1972)
Valproinsäure Hämoglobin Baillie (1988)
Lokalanästhetika
Cocain Hepatozytenkultur Ratte Göldlin und Boelsterli (1994)
Antiarrhythmika





Furosemid Maus Smith et al. (1984); Mitchell et al.
(1976)
Lebermikrosomen Maus Wirth et al. (1975)
Nitrofurane
Furazolidon Schwein Gottschall und Wang (1995);
Hoogenboom et al. (1992a);
McCracken et al. (1995); McCracken
und Kennedy (1997b); McCracken
et al. (1997)
Ferkel Vroomen et al. (1986)
Forellen Law et al. (1992); Law und Meng (1996)
Wels Plakas et al. (1994)




Kuiper et al. (1997)












s.o. Lebermikrosomen Ratte Abraham et al. (1984); Vroomen et al.
(1987c); Kluge (1997)
Lebermikrosomen Meerschwein Kluge (1997)
Lebermikrosomen Schwein Vroomen et al. (1987a, 1988); Kluge
(1997)
Nitrofurantoin Hepatozytena Ratte Silva et al. (1993)
humanes Plasmaprotein Busker et al. (1989)
Nitrofurazon Ratte Tatsumi et al. (1977)
Makromoleküle (DNA, RNA,
BSA)
Tatsumi et al. (1977)
Furaltadon Hepatozytenkultur Schwein Hoogenboom et al. (1992b, 1994)
Salmonella typhimurium Hoogenboom et al. (1994)
Nitrofurfural humanes Plasmaprotein Busker et al. (1989)
Nitroimidazole
Dimetridazol Hepatozytenkultur Schwein Hoogenboom et al. (1992b)
Ronidazol Ratte Miwa et al. (1984)
Schwein West et al. (1982); Wolf et al. (1984)
Lebermikrosomen Ratte Miwa et al. (1982, 1984); West et al.





Tumoren (Nagetier, Mensch) Franko et al. (1987)
EMT 6b Chapman et al. (1983)




Raleigh und Koch (1990)
DNA (Thymus von Kalb),
bovines Albumin
Varghese und Whitmore (1980a,b)
Hydrazine
Isoniazidd Ratte, Lebermikrosomen Ratte,
Mensch
Nelson et al. (1976)
Ratte (Leberprotein) Timbrell et al. (1980)
Iproniazide Ratte, Lebermikrosomen Ratte,
Mensch













Coulet et al. (1996, 1998); Galtier
et al. (1997); Kuiper et al. (1997)
Hepatozytenkultur Kaninchen,
Schaf
Coulet et al. (1996, 1998)
Hepatozytenkultur Ratte,
Mensch
Galtier et al. (1997)
Cambendazol Rind, Schaf Baer et al. (1977)
Mebendazol Hepatozytena Ratte, isoliert
perfundierter Rattendarm
Gottmanns et al. (1992)
Hepatozytenkultur Schwein,
Kalb, Ratte
Kuiper et al. (1997)
ovines Hirntubulin Russel et al. (1992)
Oxfendazol ovines Hirntubulin Russel et al. (1992)
Febantel Hepatozytenkultur Schwein Hoogenboom et al. (1992b); Kuiper
et al. (1997)
Hepatozytenkultur Kalb Kuiper et al. (1997)
Oxibendazol ovines Hirntubulin Russel et al. (1992)
Tetrachlorkohlenstoff Ratte Rao und Recknagel (1969)
humanes Cytochrom P-450 Trudell et al. (1982)
Hexachlorophen Lebermikrosomen Corsini et al. (1972)
Niridazol Schistosoma mansoni Tracy et al. (1983)
Zytostatika
Adriamycinb Leber- und Herzmikrosomen
Ratte, BSA
Scheulen et al. (1982)
Mitomycin Micrococcus luteus-DNA Tomasz et al. (1987)
Hormone und hormonell wirksame Pharmaka
Trenbolon Schaf, Kalb Evrard et al. (1989)
Lebermikrosomen Rind Evrard und Maghuin-Rogister (1987)
Diethylstilböstrol Ratte, Hamster Lutz et al. (1982)
Leber- und Nierenmikrosomen
Ratte, Hamster
Haaf und Metzler (1985)
Tamoxifen Lebermikrosomen Ratte, Maus,
Mensch
White et al. (1995)
Antimalariamittel
Chloroquin Lebermikrosomen Corsini et al. (1972)
Kortikosteroide
Cortisol Albumin Bucala et al. (1982)
Urikosurika
Probenecid humanes Plasmaprotein McKinnon und Dickinson (1989)
Synthesehemmende Lipidsenker
Clofibrat Mensch (Plasmaprotein) Sallustio et al. (1991)
humanes Plasmaprotein,
humanes Serumalbumin
Grubb et al. (1993)
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Unterstützung herzlich danken möchte.
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